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Genotipificacién de HLA-B en pacientes colombianos afectados por Maria Juliana Leén Ruiz
el Sindrome Stevens-Johnson y la Necrdlisis Epidérmica Téxica Universidad del Rosario

1. INTRODUCCION

La farmacogenética es la rama de la medicina que estudia los factores genéticos
responsables, entre otros, de la variabilidad de respuesta y la eficacia de los
medicamentos!. El conocimiento actual muestra que polimorfismos y variaciones
gendmicas influyen la respuesta interindividual a los medicamentos, por lo que es una
herramienta util para no solo individualizar el tratamiento, sino también, reconocer
variantes que son determinantes de susceptibilidad a reacciones adversas 1.

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) definidas por la Organizacién Mundial
para la Salud (OMS/WHO) como “la respuesta nociva e involuntaria a un medicamento que
ocurre a la dosis normalmente usada como profilaxis, diagndstico o tratamiento de una
enfermedad”, son consideradas como un problema de salud publica debido a la alta
morbilidad y mortalidad®-3. Si bien a pesar de que el dafio producido por los medicamentos
puede ocurrir en cualquier 6rgano, la piel es el mas susceptible debido a su extensidn,

superficialidad y vascularizaciént.

En la actualidad, se desconocen con precision los mecanismos implicados en la patogénesis
de las RAM cutaneas severas; no obstante, se ha informado en la literatura que ciertos
factores genéticos podrian estar implicados; esto se debe, entre la diversa evidencia, a la
identificacién de gemelos monocigdticos a quienes que se les administré el mismo
medicamento y ambos mostraron una RAM, por lo cual se ha propuesto una etiologia de
tipo hereditario®.

Las bases genéticas de las de las RAM se clasifican en dos amplios grupos. El primero, tiene
que ver con los genes implicados en mecanismos farmacolégicos (genes objetivos y
transportadores de medicamentos o enzimas metabolizadoras), en los cuales los efectos
adversos se manifiestan por el acimulo del fArmaco o sus metabolitos en el 6rgano blanco®.
Un segundo grupo de genes involucra al sistema inmunitario mediante una reaccién
alérgica que es inducida por el medicamento; distintos genotipos del sistema de Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA), se asocian con estas reacciones y son detonadores de una
respuesta inmune que, mediante la presentacién de antigenos al receptor de las células T,
eliminan las células diana®.

Dentro de las RAM cutaneas, algunas son muy severas y pueden comprometer la vida de los
pacientes. En ellas se encuentran el Sindrome Stevens-Johnson (SJS) y la Necrolisis
Epidérmica Toxica (NET). Estos padecimientos se presentan a través de una reaccion
inmune que es secundaria a la administracién de un medicamento y que, segin los
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estudios, se inicia por linfocitos T citotéxicos (CTLs) controlados por una via de restriccion
del HLA%S,

Se ha observado que tanto SJS como NET se presentan tras la administraciéon de distintos
tipos de farmacos incluyendo, dentro de los mdas comunes, medicamentos
anticonvulsivantes y antibiéticos. Los anticonvulsivantes que se han asociado cominmente
a estas reacciones son aquellos que contienen anillos aromaticos tales como
carbamazepina, fenitoina y lamotrigina®. Los pacientes con S]S 6 NET presentan
clinicamente un exantema de desarrollo rapido, aparicion de flictenas y maculas purpureas,
compromiso de las mucosas seguido del desprendimiento de la piel y representado
microscopicamente por la apoptosis masiva de queratinocitos?78. En la actualidad se
considera al SJS y a la NET como variantes del fenotipo del mismo desorden que se
presentan con severidad diferente. El diagnéstico de SJS se establece cuando el
compromiso cutaneo es menor del 10% de la superficie corporal total, mientras que el de
NET se propone cuando la afeccién alcanza mas del 30%; se ha considerado ademas, un
fenotipo intermedio, llamado SJS/NET cuando el compromiso se halla entre el 10 y el
309%)6910,

Se han propuesto mecanismos para explicar la muerte de los queratinocitos en las RAM
cutaneas severas, uno es la hipétesis de la interacciéon de antigenos de los medicamentos
con proteinas del HLA, cuya combinacién es presentada a los receptores de las células T
(concepto hapteno/prohapteno o el concepto p-i) y el otro mecanismo se deriva de la
activacion de receptores de muerte celular en los queratinocitos por la via Fas-FasL,
perforina/granzima B y granulisina®’.

Recientemente, se ha puesto atencidn a las variaciones del genotipo del sistema HLA como
fuente de susceptibilidad para RAM cutdneas severas. Los estudios han mostrado
asociacion entre algunos alelos del gen B del HLA de la clase I (HLA-B) con SJS o NET, que
se iniciaron después de la administraciéon de distintos farmacos (HLA-B*15:02 con
carbamazepina; HLA-B*58:01 con alopurinol y HLA-B*57:01 con abacavir); sin embargo,
estas asociaciones no se han podido reproducir en todas las poblaciones estudiadas, lo que
sugiere una relacién divergente entre poblaciones®611-13,

El presente estudio aborda precisamente esta problematica. Se propone ver si en nuestra
poblacion existe asociacion de susceptibilidad a SJS, SJS/NET o NET con alelos del gen B del
HLA de la clase 1.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) son una causa importante de morbilidad
en el mundo, aquellas que presentan un compromiso cutaneo severo afectan a una minoria
de pacientes (tasa de incidencia global del 2-3%); no obstante, a pesar de ser poco
frecuentes tienen gran impacto en la salud publica debido a la elevada morbilidad y
mortalidad?-314,

A pesar de los avances en la identificacién de mecanismos implicados en su patogénesis es
poco lo que se sabe hasta el momento. En los ultimos afios se ha observado asociacién
entre el riesgo de RAM cutdneas severas luego de la administracion de algunos
medicamentos con la presencia de alelos de HLA de la clase I; por ejemplo, se habla de la
asociacién del alelo HLA-B*57:01 y la susceptibilidad para el desarrollo de RAM cutaneas
luego de la administracion de abacavir!>16,

Sin embargo, alin existe controversia frente a la asociaciéon de otros alelos del HLA de la
clase I con medicamentos tales como carbamazepina o alopurinol en las poblaciones
humanas. Distintos estudios han mostrado asociaciéon entre HLA-B*15:02 con
carbamazepina o también HLA-B*58:01 con alopurinol, pero este hallazgo no es universal y
no se reproduce en todas las poblaciones estudiadas, por lo que se hace necesario estudiar
a todas las poblaciones no estudiadas hasta la fecha y otros loci que puedan ser los
responsables de las RAM cutaneas severas en otras poblaciones>11-13,

En Colombia no existen este tipo de estudios, ni con los alelos descritos para el gen B del
HLA de la clase I, ni con otros alelos candidatos a causar RAM cutaneas severas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Realizar el primer tamizaje a nivel genémico en pacientes colombianos con SJS, SJS/NET o
NET medicamentoso que permita una mejor comprension de los mecanismos
etiopatolégicos de la enfermedad.

3.2 Objetivos Especificos
¢ Identificar mediante analisis de secuenciacidn, las variantes del sistema HLA-B en
pacientes colombianos con SJS, SJS/NET o NET para establecer posibles asociaciones
genéticas con el fenotipo.

* Comparar los resultados de los analisis de secuenciaciéon del sistema HLA-B de
pacientes colombianos con SJS, SJS/NET o NET con las bases de datos de HLA-B en
Colombia y América.

* A partir de la descripcién clinica de los pacientes que permita valorar si hay
asociaciones entre las variantes del sistema HLA-B y la severidad del fenotipo.

* Establecer las variantes de HLA-B en nuestra poblacién como marcadores
moleculares predictivos de la enfermedad.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Reaccion Alérgica a Medicamentos (RAM)

Las reacciones alérgicas a medicamentos (RAM) son entidades importantes para la practica
clinica, porque son el diagnéstico diferencial de una amplia variedad de patologias debido a
que afectan cualquier sistema del organismo e imitan cualquier tipo de enfermedad!“.

La Organizacion Mundial para la Salud (WHO) define las RAM como aquella respuesta
nociva e involuntaria a un medicamento, la cual ocurre a las dosis normales utilizadas como
profilaxis, diagnoéstico o tratamiento de una enfermedad3; son consideradas como un
importante problema para la salud publica por ser una amenaza para la vidaZ2.

Se han realizado muchos estudios con el fin de estimar la incidencia de las RAM, no
obstante esta varia ampliamente, probablemente debido a las diferencias en la metodologia
utilizada para detectar presuntas reacciones e inclusive diferencias en su definicion. En
general, las admisiones a los hospitales debidas a RAM oscilan entre el 0.3 y el 11%14.

En los Estado Unidos, se estima que pueden producir alrededor de 100.000 muertes al afio,
asi como, un incremento considerable en la estancia hospitalaria, lo que representa un
costo aproximado de USD 2.500 por paciente, sumando asi el 5 al 9% de los costos
hospitalarios en este pais-17.18,

Inicialmente las RAM fueron clasificadas dentro de dos grandes grupos: las reacciones de
tipo A, las cuales incluyen aquellas respuestas tanto normales como aumentadas, pero no
deseadas, a los farmacos en cuestiéon y que normalmente tienen relacién con la dosis
administrada; y las reacciones de tipo B, las cuales no guardan una relacion con la acciones
farmacoldgicas conocidas de los farmacos en cuestion, se deben habitualmente a
mecanismos inmunoldgicos o farmacogenéticos y guardan o no una relacién con la dosis de
administracion4.

Esta clasificacion sencilla no permite encajar con claridad algunos tipos de reacciones
adversas, por lo que se han sugerido otras formas adicionales de organizacién, para un
total de seis (Tabla 1)3. No obstante, la ampliacién no elimina todas las dificultades de
clasificacion, esto debido a que estan centradas Unicamente en las propiedades de los
medicamentos; por tal motivo, se ha propuesto una nueva aproximaciéon que tiene en
cuenta las propiedades de la reacciéon (como el tiempo de aparicién y la severidad), asi
como caracteristicas propias del individuo (genéticas o patoldgicas, entre otras). Este es el
llamado sistema de clasificacién tridimensional (DoTS), el cual relaciona la dosis del
medicamento, la evolucidn a través del tiempo y la predisposicion de cada pacientel®.
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Tipo de Reaccién Caracteristicas Manejo

A: Relacion Dosis Comiin * Reduciro
Relacion con la accién suspender
farmacolégicas del * Considerar
medicamento efectos de
Predecible terapia
Baja mortalidad concomitante

B: No relacion Dosis Rara * Suspender

C: Relacion Dosis y
Tiempo

D: Relacion Tiempo

No relacionado a la
accion farmacolégica del
medicamento

No Predecible

Alta mortalidad

Rara

Relacionada con
acumulacion de dosis
Rara

Usualmente relacionada
con la dosis

Se produce o se hace
evidente algin tiempo
después de su uso

Reducir dosis o
suspender

Con frecuencia
intratable

E: Cese de Rara ¢ Reintroducir o
Administracion Se produce poco retirar
después de la retirada gradualmente
del medicamento
F: Falla inesperada de Comun * Aumentarla
tratamiento Relacién dosis dosis
¢ Con frecuencia * Considerar
producida por efectos de

tratamiento
concomitante

interaccién de
medicamentos

Tabla 1. Clasificacion de los Efectos Adversos a los Medicamentos (RAM)
Modificado de Edwards, IR et al. 2000 3

A pesar de que la aplicacion practica de estas clasificaciones en el ambito clinico puede
llegar a ser compleja, se puede afirmar que la mayoria de las RAM (85-90%) son del tipo A.
Las alergias a medicamentos se encuentran clasificadas dentro de las reacciones del tipo B
y representan el 5-10% de todas las RAM. Las reacciones de tipo B se clasifican, a su vez, en
reacciones de hipersensibilidad en las cuales se encuentra involucrado un mecanismo
inmunoloégico (IgE, células T, reacciones citotoxicas o complejos inmunes), y las reacciones
de hipersensibilidad sin mecanismo comprobado (5 al 10% del tipo B)?2°.

La hipersensibilidad es aquella respuesta inmunitaria exagerada o exacerbada a un agente
(inmunégeno), la cual se presenta tras la exposicién a un estimulo en dosis que son
toleradas por las demdas personas'#2l. En estas reacciones inmunolégicas
(hipersensibilidad) estan implicados los cuatro mecanismos inmunolégicos propuestos por
Coombs y Gell en 1963 y son clasificadas como se observa en la Tabla 2.
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Tipo de Reaccion  Caracteristicas

Tipo I Formacién complejo farmaco/antigeno-IgE que se une a receptores

de las células cebadas y basdfilos.

- Liberacién inmediata de mediadores quimicos (histamina,
leucotrienos)

- Las manifestaciones clinicas incluyen: Prurito, urticaria,
angioedema, broncoconstriccion y anafilaxia.

- Los farmacos que las producen son: acido acetilsalicilico,
opioides, penicilinas, vacunas.

Tipo 11 Reacciones citotdxicas.

Mecanismos mediados por IgG o IgM.

- El anticuerpo se fija a la célula y se produce la consecuente
fijacion del complemento y lisis celular.

- Ocurre en las discrasias de células hematicas como la
anemia hemolitica y la trombocitopenia.

Tipo III Mediadas por inmunocomplejos intravasculares

- El farmaco antigénico y los anticuerpos normalmente IgG o
IgM estan presentes de manera simultanea en circulacién.

- La retirada lenta de los inmunocomplejos por los fagocitos
conduce a su depdsito en la piel y en la microcirculacion
renal, articular y del sistema gastrointestinal.

- Son ejemplos la enfermedad del suero y la vasculitis.

Tipo IV Mediada por células T.

Reacciones de hipersensibilidad retardadas.

- Son ejemplos tipicos la dermatitis de contacto o las pruebas
cutaneas retardadas de la tuberculina.

- Las debidas a medicamentos incluyen el Sindrome Stevens-
Johnson y la Necrélisis Epidérmica Toxica.

Tabla 2. Clasificacion Reacciones inmunolégicas (Hipersensibilidad)
Modificado de Lee, A. 2007 14

Como fue publicado por el estudio de Thong y colaboradores en Singapur, en el afio 2003,
se reportan las manifestaciones cutaneas como la presentacion clinica mas comudn de las
RAM (95.7%), se propuso a los antibioéticos y los antiepilépticos como los medicamentos
causales en un 75% de todas las RAM; dentro de estas, las reacciones adversas mas serias
como el Sindrome Stevens-Johnson (S]S) y la Necroélisis Epidérmica Téxica (NET), que se
presentaron en un 5.2% 222,

Este tipo de reacciones de hipersensibilidad cutdnea severa (exantemas bullosos) se
encuentran clasificadas dentro del mecanismo inmunolégico del Tipo IV (Tabla 2), que son
mediadas por células T. Sin embargo, algunos estudios refieren que las reacciones
inmunolégicas pueden implicar mecanismos combinados o mixtos y que las células T
participan en los cuatro tipos de reaccién?3.

Tanto los exantemas bullosos (S]JS y NET) como los exantemas maculo-papulares,
presentan feno6menos de infiltraciéon de células T, de sobre-regulaciéon del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) en queratinocitos, presencia de células T inmigrantes y la
expresion de IL (interleucina)-5 en las lesiones. No obstante, los dos tipos de exantemas
muestran diferencias significativas en el porcentaje de células T CD8+ perforina positivas
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que se encuentran en la dermis y en particular en la epidermis de pacientes con exantemas
bullosos?3.

Se ha propuesto inicialmente que el complejo perforina/granzima B es el responsable de la
citotoxicidad mediada por células que ocasiona la muerte masiva de queratinocitos. Se
piensa que este complejo potencia el proceso de muerte celular directo entre la célula T y la
célula blanco, lo cual explicaria el escaso infiltrado celular que se encuentra en la
histopatologia de la NET. Por esta raz6n se han propuesto otras funciones de las células T
en la hipersensibilidad a medicamentos, que conducen a mas presentaciones clinicas,
sugiriendo que la reaccién de tipo IV pueda ser ademas sub-clasificada en cuatro
subgrupos?? (Tabla 3).

Tipo IVa Tipo IVb Tipo IVc Tipo IvVd
Reactante IFNy, TNFol IL-5,1L4/IL-13 | Perforina/Granzima B (g,li(aa(fs%
mmmune A A -
(Células Tu1) (Células Tu2) (CTL) (Células T)
Antigeno Antigeno soluble Antigeno soluble Antigeno soluble
presentado por las presentado por las Antigeno asociado a presentado por las
células o estimulacion células o células o estimulacion células o estimulacion
directa de células T estimulacion directa directa de células T directa de células T
de células T
Célula Efectora Actlvaglon e Eosinéfilos Células T Neutrofilos
macrofagos
T2
IL-4
IL-5 Eotaxina
i e i -, W R : ~ -~
Quimioquinas, citoquinas, Citoquinas, |~ Seeaee"TTsees Citoquinas,
citotoxinas mediadores inflamatorios mediadores inflamatorios
E]emlflo de Reaccién de Asggrcf:;gz‘,;l:ams Dermatitis de Enfermedad de
reaccion de tuberculina, dermatitis egxantema ’ contacto,exantema Behcet, exantema
hipersensibilidad de contacto 1 ) maculopapular y bulloso, pustuloso
(con Tipo IVc) mac‘;;ﬁiggﬁ; con hepatitis. generalizado agudo

Tabla 3. Subclasificacién de las reacciones Tipo IV. Las reacciones del tipo IV son
dependientes de citoquinas y se definen dentro de cuatro sub-tipos llamados desde el a
hasta d. Las del Tipo IVa corresponden a reacciones con Linfocitos T ayudadores 1 (Tul),
alta secreciéon de IFN-y/TNF-ay la activacién de monocitos/macréfagos; a menudo se
observa reclutamiento de células CD8 (como en la reaccién del Tipo IVc). Las reacciones del
Tipo 1Vb muestran inflamacién por eosinéfilos que responden a Linfocitos T ayudadores 2
(Tu2), con secreciéon de altos niveles de IL-4, IL-5 y IL-13; a menudo estan asociadas a
reacciones del Tipo I mediadas por IgE. Las reacciones citotoxicas del Tipo IVc (por células
CD4 y CD8) dependen de las células T citotéxicas, como células efectoras, y estdn presentes
en todas las reacciones de hipersensibilidad relacionadas con medicamentos. El Tipo 1Vd
corresponde a células T dependientes y reaccién inflamatoria de los neutréfilos; la
respuesta se presenta, como en las infecciones bacterianas pero se diferencia por la
produccién de CXCL-8/GM-CSF por las células T (CXCL-8=factor quimiotactico de

neutrofilos IL-8; GM-CSF=factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos).
Tomado y modificado de Pichler, W]. 200423
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La sub-clasificacion de las reacciones del tipo IV considera la produccién de diversas
citoquinas por las células T, incorpora la clasificacién de células T ayudadoras (Tul/Th2),
incluye la actividad citotoxica de las células T, CD4 y CD8, y enfatiza en la participacién de
diferentes células efectoras tales como monocitos, eosindfilos y macréfagos, las cuales al
final son las causantes de la inflamacién y el dafio a los tejidos?23.

Con esta sub-clasificacion se puede inferir que la mayoria de las reacciones de
hipersensibilidad a medicamentos que comprometen la piel de forma severa (SJS y NET)
estarian dentro del tipo IVc, en el cual, las células T actiian por si mismas como las células
efectoras, que migran y matan a las células de los tejidos blanco (hepatocitos o
queratinocitos) de una forma dependiente de perforina/granzima B (Tabla 3)23.

4.2 Mecanismos de las alergias producidas por farmacos

Las alergias a medicamentos son ejemplos de reacciones inmunes a compuestos
moleculares pequeiios; en la mayoria se encuentran involucradas las células T CD4+ y
CD8+ las cuales reconocen estos compuestos por la via del receptor para células T-
off (TCR-af), en la via dependiente del MHC, originando wuna reacciéon de
hipersensibilidad242>,

En general, moléculas menores a 1000 Da (1 KDa), no son inmunogénicas por si mismas,
normalmente se degradan, metabolizan y eliminan sin estimular una respuesta
inmunel?.242627 A pesar de ello, compuestos pequefios como los medicamentos, son
capaces de desencadenar una respuesta inmune por parte de las células T; por lo que se
han propuesto tres mecanismos, como explicacién a este fendmeno?27-30;

El primero, el concepto del hapteno, en donde se requiere que compuestos quimicamente
reactivos se unan de forma covalente a una molécula mas grande, ya sea un péptido o una
proteina, que la hace capaz de ser reconocida por el sistema inmune??. El segundo, el
concepto de pro-hapteno, en donde compuestos que no son quimicamente reactivos se
metabolizan hacia compuestos reactivos para llegar a ser haptenos3!. Finalmente, el mas
reciente, el concepto de la interaccion farmacoldgica de los medicamentos con receptores
del sistema inmune (concepto p-i), el cual se basa en que algunos firmacos presentan
caracteristicas estructurales especificas que permiten la interaccién directa con las células
T, sin mediacion de hapteno?4.

4.2.1 Concepto Hapteno y Pro-hapteno
El origen del hapteno se dio en estudios realizados por parte de Landsteiner y Jacobs en
1935 al identificar la relacién entre la reactividad de alérgenos quimicos hacia proteinas y
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su potencial de sensibilizacién?832; el concepto se ha revisado y refinado para abarcar la
hipersensibilidad a medicamentos de forma amplia.

El hapteno es aquella pequefia molécula (<1 KDa) quimicamente reactiva que se une de
forma covalente con proteinas o péptidos, ocasionando una modificaciéon de la proteina o
del péptido, que a su vez, es el responsable de generar una reacciéon inmunogénica23. Una
vez formado el complejo hapteno o farmaco-proteina, es reconocido por las células
dendriticas, las cuales lo toman y procesan en pequeios fragmentos que posteriormente
seran asociados con las moléculas del MHC para ser presentados a receptores de células T
(TCR) especificos (Figura 1)28-30,

MHC {CélulaT)
\n TCR
| APC

| Péptido modificado
Farmaco por el farmaco { apc |

® — v —»\__/

Figura 1. Reconocimiento de células T especificas por compuestos portadores de
farmacos (concepto hapteno/prohapteno). El compuesto portador de farmacos es
presentado a las células presentadoras de antigenos (APC) en donde las células T con su
apropiado receptor de células T (TCR) las reconoce. MHC = Complejo mayor de
histocompatibilidad. Tomado y modificado de Schnyder, B et al. 20093°

Centrados en esta hipdtesis se asume que el hapteno (farmaco) tiene que ser quimicamente
activo y capaz de llevar a cabo la unién covalente con la proteina o el péptido. En el caso de
no ser un farmaco quimicamente reactivo, requiere de la activacién a través del
metabolismo; este es el concepto conocido como hipétesis del pro-hapteno?°.

Los antibiéticos betalactamicos, entre ellos la penicilina, son un claro ejemplo de un
hapteno (Figura 2). Ellos espontaneamente generan la unién covalente estable entre el
farmaco y los residuos de lisina de las proteinas, completando un paso obligatorio en la
sensibilizaciéon inmune; sin embargo, el sitio y el nimero de modificaciones requeridas por
el firmaco para generar una respuesta inmune aliin se encuentra poco definido?82°.

En contraste, un ejemplo tipico de un pro-hapteno es el sulfametoxazol (SMX), un

antibiético bacteriostatico tipo sulfonamida de amplio espectro de accién y amplia

distribucién en los tejidos; el cual no es reactivo por si mismo y requiere ser activado a

través del metabolismo intracelular a nivel hepatico (Figura 2)2°. La activacién se lleva a

cabo en el higado, 6rgano que se encuentra altamente expuesto a elevadas cantidades de
10
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metabolitos; sin embargo, no es este uno de los principales 6rganos blanco para las
reacciones de hipersensibilidad asociadas al SMX, como si lo es la piel. Esto se debe a que el
higado posee mecanismos inmunolégicos reguladores que impiden el desarrollo de una
respuesta inmune, es rico en moléculas como glutation y antioxidantes que detoxifican los
metabolitos reactivos antes de que puedan formar determinantes antigénicos?8.

HAPTENO PROHAPTENO
(Penicilina) [Sulfametoxazol (SMX)]

(o) NH,
H
Q—C—U—N H CH,
H, z
[t
o .

_TrONa o:‘s:o
/ o) N NH
ép j \ e

0=§=0

R
=$=0 SMX-NO
R Metabolismo

TransformacJ
Inerte >Reactivo
Modificacién directa de las proteinas Se requiere metabolismo para
(Soluble, unido a la célula, complejo MHC/péptido) generar compuestos reactivos

Figura 2. Concepto hapteno y prohapteno. Haptenos como los farmacos (penicilina), se
unen covalentemente a moléculas, tanto unidas a células como solubles e incluso al péptido

inmunogénico/MHC (Izquierda). Los Pro-haptenos requieren del metabolismo para
convertirse en haptenos (quimicamente reactivos)(Derecha). Tomado y modificado de Pichler, W
Jetal 200231

Normalmente, el SMX es metabolizado por N-acetiltransferasas y N-glucoroniltranferasas
hepaticas hacia metabolitos no téxicos33. No obstante, una pequeiia fraccion del farmaco se
puede convertir, por medio de una reaccién catalizada por proteinas del citocromo P450
y/o mieloperoxidasas (MPO), en un metabolito del tipo hidroxilamina, (sulfametoxazol
hidroxilamina o SMX-NHOH)3#; el cual, puede posteriormente ser oxidado en un compuesto
nitroso (sulfametoxazol nitroso o SMX-NO)(Figura 3)3°.

Estudios como los realizados por Lavergne y colaboradores demuestran que las células del
sistema inmune (monocitos o células dendriticas), pueden metabolizar el SMX al
compuesto nitroso durante procesos infecciosos cuando estan presentes factores
patologicos como: endotoxinas bacterianas, proteinas virales, citoquinas o estrés
oxidativo3>. Seguidamente, el SMX-NO se une a grupos tiol de las proteinas celulares, las
modifica covalentemente y las hace reconocibles por el sistema inmune como antigenos
nuevos capaces de generar una respuesta inmune por parte de las células T (Figura 3)28:33,

11
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Respuesta Célula T

Activacion de
células dendriticas

Aductos
Farmaco - proteina

Figura 3. Metabolismo del Sulfametoxazol en células del sistema inmune y su papel en
la activacién de células T. Cyt b5/B5R = citocromo b5 reductasa. Tomado y modificado de
Lavergne, S N et al. 200935

4.2.2 Concepto de interaccion farmacoldgica de los medicamentos con receptores del sistema
inmune (Concepto p-i)

Recientemente Pichler y colaboradores?4, han propuesto una tercera posibilidad para el
reconocimiento de farmacos por parte de las células T, la cual no requiere de la
biotransformacién hacia un compuesto quimicamente reactivo.

Este mecanismo, conocido como la interacciéon farmacoldégica de los medicamentos con
receptores del sistema inmune (p-i), postula que los farmacos pueden interactuar
directamente con receptores inmunes, como lo hacen con otros receptores y omitiendo la
necesidad de un mediador que pueda estimular células inmunes?’. Se basa, en aquellos
farmacos quimicamente inertes, incapaces de unirse de forma covalente a proteinas o
péptidos, pero que pueden activar directamente cierto tipo de células T, siempre y cuando
posean TCR especificos para interactuar con el medicamento23.24.36,

El primer paso para generar una respuesta inmune de este tipo, es la asociacién de
farmacos quimicamente inertes con el MHC de una manera labil, esta unién no estimula a la
célula por si sola pero sirve tan solo como un eslabén de unién con un segundo receptor o
TCR?24, La interaccién con el TCR, constituye el segundo paso, en el cual se presenta una
gran afinidad por el receptor que genera una sefial de tipo inmunolégica al reaccionar con
la célula T (Figura 4)32430,

12
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Figura 4. Concepto de interaccion farmacolégica directa de los medicamentos con
receptores del sistema inmune. Un medicamento como el SMX puede unirse al complejo
MHC. Esta unién es de baja afinidad y probablemente sin una consecuencia funcional. (a)
Puede transmitir una sefial a través del TCR adecuado, en su camino hacia cribar las
moléculas del MHC, previa unién y estabilizacién del complejo. (b) La posterior interaccién
farmacolégica con el receptor inmune, permite la activacién celular, la cual se interpreta
como estimulacién antigénica. Tan solo aquellas células inmunes que poseen TCR
apropiados reaccionardn. Tomado y modificado de Pichler, W J. 20022+

La completa activaciéon de la célula T por el medicamento requiere la interaccién de TCR
con el MHC sobre la APC. Este hallazgo, permite hacerse dos preguntas: ;El fAirmaco se une
primero a la molécula MHC y modifica su estructura, para ser posteriormente percibido por
el TCR y ocurre asf la activaciéon especifica?, o por el contrario, ;El firmaco se une primero
a un TCR especifico y traduce la interaccion con el MHC tan solo como una senal
complementaria??’.

Ambos conceptos pueden ser posibles: la respuesta de las células T CD4+ puede ocurrir
tanto si el farmaco interactia primero con el TCR como si ocurre primero la interacciéon con
las moléculas MHC de clase I. Esto se debe a que, en el primer caso se puede romper la
unién de TCR con el péptido MHC sin que se afecte la activacion celular3’. Asi mismo, para
la completa estimulacién de las células CD4+ se requiere solo la unién con ciertos
determinantes de la estructura del MHC?’. Al mismo tiempo, el fArmaco se une primero a
las moléculas del MHC de clase I y subsecuentemente se produce una fuerte respuesta
inmune mediadas por células CD8+27,

En soporte al concepto p-i, se tienen el estudio in vitro realizado por Schnyder y
colaboradores en 19973% en donde se exponen clones de células T a fArmacos como SMX,
encontrando que el fArmaco puede ser presentado a las células T sin ningin proceso, esto
porque las APC fijadas con glutaraldehido, incapaces de procesar antigenos, pueden
presentar el SMX y estimular células T especificas de manera restringida por el MHC3®.
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Asi mismo, el reconocimiento del SMX parece ser independiente del metabolismo del
farmaco puesto que en estos mismos estudios, no se encuentra una reacciéon cruzada con
otras sulfonamidas con las cuales se tiene, en parte, metabolitos en comun. Tampoco se
requiere de una unién covalente para el reconocimiento del SMX; parece ser que la unién
del SMX con el MHC es inestable (Figura 5), puesto que al realizar lavados, las APC
suprimen su capacidad de presentacion de antigenos, esto tal vez debido a que el lavado
remueve el farmaco del MH(C26:36,

/ Célula T Célula T \

TCR TCR
OH | e e
O-FENEs cn MNEW
H <CH, \(_( 2
07 N—™ " R 3
- ONa VNS NH
o} V0T
APC APC

K HAPTENO CONCEPTO W

Figura 5. Comparacion de mecanismos de estimulacion de células T por antigenos
pequeiios. Uniones covalentes fuertes entre el antigeno, el MHC y el TCR se indican con
lineas soélidas, mientras que interacciones no covalentes se representan con lineas
punteadas. Para los haptenos la mayoria de la energia de unién al antigeno se deriva de la
interaccion con el complejo MHC a través de pocos pero fuertes enlaces covalentes. Para el
concepto p-i, algunos fAirmacos derivan la mayor parte de su energia de enlaces débiles, no
hay interacciones covalentes con el TCR. Tomado y modificado de Pichler, W ] et al. 200626

De esta forma, se podria revelar el porque la mayoria de alergias a SMX se recuperan con la
suspension de la administracion del medicamento, lo cual seria dificil de explicar, si el
principal evento en la reaccién alérgica fuera la unién covalente a proteinas (teoria del
hapteno), puesto que la mayoria de las proteinas tienen una vida media larga (albiumina
sérica >20 dias)3¢.

Por otra parte, el concepto p-i podria dar una explicacién al compromiso predominante de
la piel en reacciones mediadas por células T como respuesta a la administracién sistémica
de medicamentos. La piel posee una alta concentracién de células T de memoria, las cuales
actian como células guardianes que pueden ser rapidamente estimuladas por antigenos,
ademas, posee una amplia red de células dendriticas que actian como APC expresando
MHC y predestinando a la piel como el 6rgano a ser afectado por reacciones de
hipersensibilidad?3°.
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4.3 La piel como organo principalmente comprometido

La piel, es el principal érgano implicado en las reacciones alérgicas a compuestos de bajo
peso molecular. Existen dos razones que explican este fendmeno: primero, la piel posee
células dendriticas (APC) que son capaces de llevar a cabo reacciones de hipersensibilidad.
Segundo, la piel posee las enzimas necesarias para metabolizar compuestos xenobidticos
(compuestos sintetizados en el laboratorio) de especies altamente reactivas, los cuales
pueden unirse a compuestos de alto peso molecular que desencadenan sensibilizacién por
medio de la formacién de haptenos38.

Los queratinocitos humanos, expresan varios transportadores asociados a enzimas
metabolicas dependientes del Citocromo P450 (CYP450), los cuales tienen la capacidad de
activar y transportar compuestos xenobiéticos entre los que se incluyen los farmacos. Los
metabolitos producidos en la piel difieren de aquellos producidos a nivel hepatico (Fase 1
del metabolismo de compuestos xenobidticos en queratinocitos), esto debido a que CYPs
como CYP2E1 se expresa en el higado y en la piel y otros como CYP1A1, CYP1B1, CYP2B6 y
CYP3AS5 se expresan exclusivamente a nivel cutaneo3é.

El desequilibrio que se puede presentar entre las fases del metabolismo de compuestos
xenobidticos en la célula, lleva a que los intermediarios alli formados (alta reactividad), se
unan a moléculas de alto peso molecular (proteinas), e induzcan asi una respuesta de
sensibilizacion38. Los estudios muestran la formaciéon de uniones covalentes por el SMX-
NHOH en queratinocitos humanos normales, incluso en la ausencia de células muertas;
estas observaciones llevan a plantear el papel de los queratinocitos normales en el inicio y
la propagacion de una respuesta de hipersensibilidad cutidnea a medicamentos y al mismo
tiempo ubican a la piel como un o6rgano blanco en las reacciones alérgicas a
medicamentos383°,

4.3.1 Formas clinicas de RAM cutdneas

Como se ha informado, las reacciones cutaneas representan una expresion frecuente de las
alergias a medicamentos, tienen una tasa de incidencia global de 2-3% en pacientes
hospitalizados!4; comprenden un amplio espectro de manifestaciones clinicas asi como
caracteristicas histopatoldgicas distintas, algunas de ellas aparecen rapidamente después
de la ingesta del medicamento (urticaria o angioedema), mientras que otras se presentan
de forma mas retardada (exantemas maculopapulares, bullosos o pustulares)?22:40,

Aunque la mayoria de las erupciones cutaneas relacionadas con fAirmacos no son graves,
algunas pueden serlo e incluso pueden llegar a ser potencialmente mortales tal es el caso

del angioedema, la eritrodermia, el SJS, SJS/NET y NET. Las erupciones debidas a fArmacos
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pueden presentarse como una parte del espectro de afectacion de multiples érganos y
pueden tener tanto un origen patogénico inmunoldgico como no inmunolégico“.

Las reacciones cutdneas debidas a causas inmunolégicas son motivo de multiples estudios
actualmente, son menos frecuentes y equivalen al resultado de una reaccion de
hipersensibilidad en la que subyace un mecanismo inmunolégico. Por otra parte, las
reacciones cutdneas debidas a causas no inmunoldgicas son mas frecuentes e incluyen la
toxicidad acumulada al firmaco, sobredosificaciéon, fotosensibilidad e interacciones
farmacoldgicas!4.

4.3.1.1 Sindrome Stevens-Johnson y Necrdlisis Epidérmica To6xica

El SJS, SJS/NET y NET son reacciones severas a medicamentos, caracterizadas por una baja
incidencia pero con una alta tasa de mortalidad, inicialmente descritas de forma separada,
pero que actualmente y como ya se dijo, se consideran variantes del mismo proceso
patolégico, difiriendo Unicamente en la severidad de presentaciéon81041, Se estima que la
incidencia de SJS es de aproximadamente 6 casos por millon de personas por afio, mientras
que la de NET es aproximadamente 2 casos0.

Se han identificado mas de 220 medicamentos asociados con el desarrollo de SJS, SJS/NET
o NET. Los farmacos mas frecuentemente implicados son antibiéticos de primera linea,
anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) y anticonvulsivantes*142, Entre los primeros, las
sulfonamidas son las mas fuertemente relacionadas, otros antibi6ticos incluyen amino-
penicilinas, quinolonas, cefalosporinas y tetraciclinas. Para estos medicamentos el riesgo
de desarrollar la reaccion se ha reportado mayor durante la primera semana de inicio del
tratamiento; mientras que para los anticonvulsivantes este riesgo es durante las 2 primeras
semanas0.

Las primeras descripciones de SJS se dieron en 1922, cuando dos médicos estadounidenses,
Stevens y Johnson, reportaron dos casos en nifios con fiebre asociada a estomatitis severa,
conjuntivitis purulenta severa y maculas purpureas con centros necroticos diseminadas en
la piel*l. El termino de Necrdlisis Epidérmica Téxica fue usado por primera vez por el
dermatoélogo escocés Alan Lyell en 1956, el cual indicaba un raro desorden que
compromete la vida, caracterizado por una amplia y rapida evolucién de desprendimiento
epidérmico, eritema y necrosis*!.

Actualmente se define, por consenso, que el desprendimiento epidérmico en SJS representa
los casos con menos del 10% de compromiso superficie corporal total (SCT); mientras que
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en NET este es mayor al 30% y aquellos casos en que se encuentra un compromiso
intermedio se denominan SJS/NET “solapado” o mixto (Figura 6)841.

SJS SJS/NET NET

|:| Area de desprendimiento epidérmico
[] Epidermis desprendida

Figura 6. Representacion grafica del desprendimiento epidérmico en SJS, SJS/NET y NET.
Tomado y modificado de Harr, T et al. 20108

Los sintomas iniciales de ambas patologias pueden ser fiebre, escozor en los ojos, dolor al
pasar alimentos, tos, vomito, diarrea, mialgias y malestar general, cualquiera de los cuales
precede a las manifestaciones cutaneas por 24 a 72 horas. Las lesiones en la piel tienden a
aparecer primero en el tronco, esparciéndose posteriormente por el cuello, cara y region
proximal de extremidades superiores0. Las regiones distales de los miembros superiores
y los miembros inferiores son relativamente respetados; sin embargo, las palmas y plantas
se pueden ver afectadas de una forma temprana. El eritema y la erosién de la mucosa bucal,
ocular y genital se presenta en mas del 90% de los pacientes 8104143,

Las manifestaciones cutaneas se caracterizan por un rash eritematoso macular bulloso con
centro oscuro, un halo rojo mas claro y maculas de color rojo con ampollas en el centro*!.
Estas lesiones rapidamente exhiben el signo de Nikolsky (separacién epidérmica inducida
por presion ligera de la superficie de la piel); posteriormente, largas capas de epidermis se
separan de la dermis evidenciando un desprendimiento localizado que se extiende
rapidamentel®41, Luego del periodo agudo, pueden quedar secuelas a nivel ocular o
cutaneo; las mas frecuentes son: hipo o hiperpigmentaciéon de la piel (62.5%), ojo seco
(46%), distrofia de las ufias (37.5%), triquiasis (16%) y simbléfaron (14%), entre otrass.
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4.4. Seiales citotéxicas y moléculas inmunes en SJS o NET

La hipdtesis central para explicar la severidad de las lesiones mucocutaneas del SJS o NET,
se basa en la apoptosis masiva de queratinocitos mediada por células T4%. Los estudios
revelan que células inmunes, CTLs y células natural killer (NK) se encuentran involucradas
en la inmunopatogénesis de la reaccion, puesto que se observa una infiltracién masiva de
estas células en las lesiones de piel de los pacientes con NET#546,

Hasta el momento se han descrito tres vias que pueden estar involucradas en la apoptosis
celular de queratinocitos en pacientes con SJS/NET: a) la via dependiente de exocitosis, en
la cual participan moléculas como perforinas, granzimas y granulisina; b) la via mediada
por la unién intercelular con Fas-FasL y c) el entrecruzamiento entre TNF y su receptor de
tipo I (TNF-R)646:47,

4.4.1 Via dependiente de exocitosis

Esta via se establece a través de sefiales intracelulares luego del reconocimiento de la
célula blanco por un linfocito citotéxico (NK o CTLs). En la exocitosis o degranulacion,
estan presentes microtibulos de movilizacién que permiten que los granulos preformados
viajen hacia el punto de contacto con la célula blanco, liberando las moléculas liticas
almacenadas en los granulos como perforina, granzimas y granulisina, que inducen
apoptosis*’.

4.4.1.1 Perforina/Granzima B

Estudios realizados por Posadas y cols. 2002, evidencian altas concentraciones durante la
fase aguda de la reaccidn, de perforina y granzima B en las muestras de sangre periférica y
en los fluidos de ampollas de pacientes con RAM cutdneas severas, esto sugiere una
respuesta citotoxica mediada por células T efectoras*8. Asi mismo, Nassif y cols., en el
mismo afio, mostraron que los efectos citotéxicos producidos por los linfocitos que se
encuentran en los fluidos de las ampollas de los pacientes con NET hacia los queratinocitos,
puede ser atenuada por la inhibicién de la expresion de perforina/granzima B pero no por
anticuerpos monoclonales anti-Fas#?.

Almacenados en granulos secretores de células NK y CTLs activados, se encuentran la
perforina y la granzima B. La perforina actda al unirse a la membrana de la célula blanco y
forma un canal que promueve la entrada de la granzima B en los queratinocitos. Una vez
penetrada la célula, se activa una cascada de caspasas que produce apoptosis celular
(Figura 7)64647. La evidencia indica que probablemente la perforina no es esencial para la
entrada de proteasas a la célula blanco; sin embargo, esta si se requiere para la citdlisis; por
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lo que se han propuesto otros modelos de accién en los que participa manosa 6 fosfato y
calcio para facilitar el ingreso de la granzima B*7.

La granzima B puede inducir apoptosis rdpidamente a través de dos mecanismos; el
primero, activando directamente la caspasa 3, que promueve la fragmentaciéon del ADN y
de la membrana nuclear, ambos componentes cruciales del citoesqueleto celular. El
segundo mecanismo de disfuncién mitocondrial y muerte celular es estimular la
permeabilidad de la membrana mitocondrial externa clivando a Bid, una molécula de la
familia Bcl-2 que induce la liberacion del citocromo-C mitocondrial, sustancia importante
en la formacién del apoptosoma y activacion de la caspasa 9, que activa luego a caspasa 347.

Célula NK

Grdnulos secretores jsasa
2 9N3

\ ;j, , 3, B3
3 ‘!s
-

Figura 7. Modelo de internalizacion de moléculas
liticas. = La perforina se polimeriza sobre la
membrana de la célula blanco formando un poro a
través del cual la granzima B y la granulisina entran
e inducen apoptosis. Tomado y modificado de Chdvez-
Galdn et al 200937
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4.4.1.2 Granulisina

Recientemente, Chung y cols. 2008, encontraron que la excrecién de la proteina granulisina
juega un papel importante como molécula citotéxica mayor y responsable de la amplia
apoptosis de queratinocitos con una alta expresion en las células de flictenas de pacientes
con SJS/NET?®9. La granulisina es una proteina catiénica pequefia (15-kDa en el precursor y
9-kDa en la forma activa), perteneciente a la familia de proteinas similares a la saposina, la
cual actia como una molécula citolitica que se secreta extracelularmente por CTLs y células
NK, a través de una via de exocitosisé46:47.
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La actividad litica y el dafio ocurren en la célula blanco cuando la granulisina interactda con
cargas negativas de la membrana lipidica mitocondrial, se libera citocromo C y disminuye
la funcién (Figura 7)%7; también se ha observado otro mecanismo por el cual la granulisina
induce la muerte celular y es a través de la activacion de la caspasa 347.

El alto nivel de granulisina en las lesiones de flictenas de la piel explica la escasa infiltraciéon
de células mononucleares en la histopatologia del SJS o NET y que resulta en una extensa
necrosis epidérmica®°°. En adicion al efecto citotéxico, también se ha demostrado que la
granulisina es una proteina quimio-atrayente de linfocitos T, monocitos y otras células
inflamatorias y activa la expresiéon de varias citoquinas dentro de las que se destacan la IL-
1, IL-6, IL-10 y el INF-y6:46,

4.4.2 Via de interaccion celular con Fas-FasL

Se sabe que los queratinocitos expresan receptores Fas, aunque no existe evidencia que
estos receptores estan asociados con la muerte de estas células durante la diferenciaciéon
terminal, los estudios de inmunohistoquimica han demostrado que Fas se localiza en la
membrana basal y supra basal de los queratinocitos primarios y diferenciados en la
epidermis normal humana. Este receptor de muerte celular es funcional tras la activaciéon
con FasL, induciendo la apoptosis>.

Viard y cols. 1998 fueron los primeros en reportar que las interacciones Fas-FasL causan la
apoptosis de los queratinocitos en los pacientes con NET>2; ademdas de describir que asi
como FasL se expresa en células T activadas y NK, al igual de Fas también se expresa en
queratinocitos de pacientes con NET5133, De esta forma, el incremento en la expresion de
FasL y la conservaciéon de los niveles de expresion de Fas comandan la apoptosis que
caracteriza a los pacientes con NET>1,

En detalle, la unién FasL-Fas recluta la llamada proteina del dominio de muerte asociada a
Fas (FADD); FADD tiene afinidad tanto por el receptor de muerte (Fas) como por la pro-
caspasa 8. Establecida la unién pro-caspasa 8 FADD, se genera la auto-activaciéon masiva de
caspasa 8 y se desencadena la cascada de caspasas que dan como resultado la degradacién
del ADN intracelular y la subsiguiente apoptosis celular (Figura 8)64651,

El FasL soluble (sFasL) se escinde a partir de FasL por medio de una enzima
metaloproteinasa de matriz, presente en los queratinocitos, la cual tiene el potencial de
mediar apoptosis#623, Viard y cols. demostraron elevacién de las concentraciones de sFasL
en todos los pacientes con NET, lo que no se observa en pacientes con reacciones
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medicamentosas menos severas como el eritema multiforme o en los controles; lo que lleva
a pensar que sFasL es capaz de inducir apoptosis y RAM cutdneas severas>253,

() Dominio de muerte (DD) \
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Figura 8. Via de sefializacion de Fas. La sefalizacion de Fas se activa en las células blanco

inducida por la unién de FasL a la membrana por el receptor de multi-trimerizacién. Tomado
y modificado de Wehrli P et al 200051,

gl JHC

FADD

Estos resultados no fueron replicados por Abe, quien buscaba identificar correspondencia
entre el nivel de sFasL y el grado de desprendimiento epidérmico; sin embargo observé que
la evolucion clinica de NET se relacionaba con los niveles sFasL y concluyé que este se
producia en las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y que podria ser un
buen indicador para el diagnostico temprano de S]JS o NET (Figura 9)53>4, Se ha reportado
que el sFasL sérico también puede estar elevado en otras enfermedades (hepatitis B) por lo
que si bien, juega un papel importante en la patogénesis de SJS o NET otros factores
también pueden estar relacionados®4.
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Figura 9. Evolucién clinica y sérica de sFasL en NET. El eritema y el desprendimiento
epidérmico se instauran de una forma temprana y subsecuentemente van aumentando de
una forma gradual. El FasL soluble no es detectado inmediatamente se instaura el cuadro, se
eleva cuando solo esta presente el eritema sin presentarse ain el desprendimiento
epidérmico. Tomado y modificado de Abe, 200853
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4.4.3 Otras citoquinas/quimioquinas involucradas en la inmunidad celular de SJS o NET

Hay evidencia del papel de citoquinas/quimioquinas en las reacciones inmunes de SJS o
NET; los estudios hallaron aumento en los niveles de expresion de estas proteinas en las
lesiones de piel, fluidos de flictenas, células de flictenas, células mononucleares periféricas
o el plasma de pacientes con SJS o NET®. Dentro de estas citoquinas/quimioquinas se
incluyen el I[FN-y, TNF-q, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-12, entre otras, las cuales pueden ser
responsables del trafico, proliferacidn, regulaciéon o activacién de células T, asi como de
otros leucocitos que se encuentran activos en SJS o NET®.

4.5 Antigeno Leucocitario Humano (HLA) y la farmacogenética de la
hipersensibilidad a medicamentos

Por largo tiempo, se ha observado que hay variacién inter-individual entre la respuesta
individual a un medicamento con respecto a la eficacia y a los efectos adversos. Un amplio
numero de explicaciones se han propuesto para estas variaciones, incluyendo la diversidad
individual de la farmacocinética y farmacodinamia, concomitante con el uso del
medicamento, la enfermedad en curso y los factores ambientales. Sin embargo, durante los
ultimos afios se ha puesto gran atenciéon sobre la genética de la respuesta a los
medicamentos, como causa de dicha variacion interpersonal3>>,

El 4rea mas probable del ADN para variaciones genéticas que predispongan a reacciones de
hipersensibilidad a medicamentos es la regiéon del HLA; esto debido a que es una regién en
la cual estan contenidos diversos genes altamente polimorficos asociados con la funcién
inmune; de estos, el gen del HLA-B, es altamente polimdrfico con mas de 200 variantes
reportadas en el genoma humano®5°.

4.5.1 Estructura y funcién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase I

El MHC comprende una cohorte poligénica y polimérfica de genes, los cuales se encuentran
involucrados en el reconocimiento inmune. Han evolucionado para maximizar la eficacia y
flexibilidad de sus funciones, las cuales, se basan en la unién a péptidos derivados de
patégenos microbianos que posteriormente seran presentados a células T>657. Las
proteinas MHC son dimeros insertados en la membrana plasmatica que sobresalen hacia el
lado extracelular>’.

Ellocus del MHC en humanos ocupa una pequeia regiéon en un tinico cromosoma (6p21.31)
la cual abarca 4 Mb>>5758, Los genes del locus del MHC se encuentran organizados en tres
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grupos de acuerdo a la estructura y las propiedades inmunoldgicas de sus respectivos
productos. Las regiones genémicas en donde se encuentran localizados los genes clase 1 y 11
marcan los limites del locus y los genes de la clase IIl se localizan en medio de los
anteriores (Figura 10)°8. Los genes de clase I y II corresponden a los genes del HLA,
descubiertos por su importancia en los trasplantes entre individuos no emparentados;
estos genes codifican proteinas de la superficie celular que ejercen un importante papel en
el desencadenamiento de la respuesta inmunitaria, mas especificamente en la presentacion
de antigenos a los linfocitos®?. Los genes de clase III incluyen genes que codifican
componentes del complemento tales como C2, C4 y el factor B; asi como el TNF-a, una
citoquina que induce apoptosis celular y procesos inflamatorios>’.
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Figura 10. Esquema del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
Tomado y modificado de Klein ] et al. 200038

Los genes de la clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C) codifican proteinas que son parte integrante
de la membrana plasmatica de todas las células nucleadas>7.5960, La organizacién de estos
genes estd basada en la estructura de sus productos: el primer exdén codifica la secuencia
lider (se separa de la proteina durante el paso de la membrana); los siguientes tres exones,
codifican para los dominios externos de la proteina (al, a2 y a3, respectivamente); el
quinto exdn, codifica el dominio transmembrana y los dltimos tres exones, codifican juntos
el dominio citoplasmico (Figura 11)57.
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Figura 11. Organizacion de los genes clase I y b microglobulina. Cada ex6n representa un
dominio de la proteina. Copiado y modificado de Krebs et al. 201157

La mayoria de los polimorfismos que se presentan en los genes de clase I, se presentan en
los exones 2 y 3, de forma mas especifica en la regiéon que codifica para los residuos de
aminoacidos del sitio de reconocimiento del antigeno (SRA) lo que lleva a la especificidad
en la unién del péptido®!. Entre los exones 2 y 4 la heterocigosidad de los aminoacidos en
la posicion del SRA es del 20.8%, con una frecuencia de cambios no sinénimos alta,
mientras que en otras posiciones esta heterocigosidad es del 3.1%, con un exceso de
cambios silentes®l. El ex6n 4 es altamente conservado debido a que este codifica el dominio
a3, importante para dar el soporte estructural a la proteina®?.

Las proteinas del MHC de clase I consisten en heterodimeros compuestos por una cadena
pesada (o) y una cadena liviana que aporta otra proteina llamada 2 microglobulina (f2m);
en los humanos, existen tres clases de cadenas Ia (HLA-A, HLA-B y HLA-C)%7. La cadena a
pesa 45 kD, consta de 3 dominios externos (llamados al, a2 y a3 de ~90 aminodacidos cada

uno), un dominio transmembrana (~40 residuos) y un dominio corto citoplasmatico (~30
residuos) (Figura 12)56:57,

Clase I

Surco de unién al péptido

Figura 12. Estructura del MHC Clase I. La cadena o de las
moléculas de clase I poseen dos dominios de unién al
péptido (al y a2), un dominio similar a la inmunoglobulina

b
Menpea (¢3), la regién transmembrana (TM) y la cola

plasmatica
Cola

citoplasmatica citoplasmatica. La fzm es la cadena liviana de las moléculas
de clase 1. Tomado y modificado de Klein ] et al 200058
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Desde el punto de vista funcional, los dominios externos a1 y a2 ademas de ser los sitios de
unién al péptido mantienen contacto directo con el TCR-aff, lo que permite el
reconocimiento de las moléculas estableciendo las bases de la restriccion del MHC clase 16°.
El dominio a3 es un soporte estructural que se conecta con los dominios al y a2, mediante
los residuos superiores; los residuos a lo largo de la cadena se comunican con la f2m y un
bucle largo contiene el sitio de unién para el CD8¢0.

El gen B2m se halla fuera del MHC, en el cromosoma 15: tiene cuatro exones: el primero
codifica la secuencia lider; el segundo codifica la mayoria de la proteina (del aminoacido 3
al 95); el tercer ex6n codifica los cuatro ultimos aminoacidos y algo de la regiéon UTR y, el
ultimo exo6n codifica el resto de la UTR (Figura 11)57. La proteina 32m, de 12 kD, tiene una
doble funcién, sirve de transportador hacia la superficie celular del heterodimero (a-f2m) y
ayuda a expresar la funciéon inmune mediante la unién estable del péptido®0.

4.5.2 Alelos de HLA-B y las reacciones de hipersensibilidad a medicamentos

Una de las caracteristicas distintivas del sistema HLA es el alto nivel de polimorfismo
exhibido por los loci de clase 1 y clase II. Se han descrito mas de 8500 alelos para los loci de
clase I, de estos, alrededor de 200 son del locus HLA-B, haciendo de esta regién la mas
polimorfica conocida del genoma humano®1.62,

Debido al alto polimorfismo, se creo la necesidad de realizar una nomenclatura sistematica,
la cual se encuentra bajo el control y la responsabilidad del comité de nomenclatura para
factores del sistema HLA de la OMS/WHOQ¢Z; en el cual cada alelo de HLA tiene un numero
Unico correspondiente a un maximo de cuatro grupos de digitos separados por el signo de
dos puntos (:); la longitud de la designacién del alelo depende de la secuencia del alelo y de
la de su familiar mas cercano (Figura 13) 2.

La mayoria de los alelos se encuentran presentes en todas las poblaciones, sin embargo,
algunos alelos difieren en su frecuencia entre las diferentes poblaciones; de hecho, el alelo
mas comun en una poblacién raramente tiene una frecuencia mayor al 15 o 20%, por lo que
no se puede afirmar la existencia de alelos muy comunes. Debido a la variabilidad del loci
del HLA se ha facilitado la demostracion la asociacién de algunos alelos con mas de 40
enfermedades®l.

Recientemente se ha informado de la participacién del loci de HLA en RAM cutaneas
severas, algunos alelos de la clase I de HLA tales como HLA-B*15:02, HLA-B*58:01 y HLA-
B*57:01 se han reportado como biomarcadores prometedores para discriminar pacientes
con alto riesgo de reacciones de hipersensibilidad a medicamentos tales como
carbamazepina, alopurinol o abacavir, respectivamente®3-65,
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Figura 13. Nomenclatura de los alelos de los genes del sistema HLA.
Tomado de www.hla.allele.orgs2.

Con respecto a los alelos del loci HLA, Génin y cols. 2011, en un estudio de GWAS,
estudiaron 424 pacientes con RAM cutaneas severas (S]S, SJS/NET, NET), que se
atribuyeron causadas por la administracién de alopurinol, carbamazepina o fenitoina y
quienes se compararon con 1881 controles sanos y no relacionados. En el primer grupo se
hallaron seis SNPs localizados en la region de los genes HLA%. De estos SNPs, el mas
significativo estaba localizado a ~85 kb corriente arriba del locus del HLA-B, mientras que
los otros cinco se localizaron hacia la region telomérica; lo que sugiere, que otras variantes
genéticas dentro de la region de los genes HLA podrian explicar la susceptibilidad para el
desarrollo de SJS/NET?®®.

Chung y cols., en 2004, hallaron asociacién entre el alelo HLA-B*15:02 y el SJS en pacientes
que habian recibido carbamazepina; en total estudiaron 44 pacientes chinos Han de Asia
oriental con SJS posterior a la administracién de carbamazepina y observaron que todos los
pacientes presentaban el alelo HLA-B*15:0242. En general la poblacién Han, presenta una
frecuencia alélica para HLA-B*15:02 de 8.6% que aunque no es muy alta si lo seria si se le
compara con la poblacién caucasica o japonesa>©3.

Posteriormente, Man y cols. 2007, Locharernkul y cols. 2008 y Mehta y cols. 2009,
estudiaron tres poblaciones asiaticas (chinos Han de Hong Kong, poblacién Thai e hindues,
respectivamente), informando que el alelo HLA-B*15:02 se asociaba con mayor frecuencia
en pacientes con SJS o NET que era inducido por agentes anticonvulsivantes aromaticos
como carbamazepina, fenitoina y lamotrigina®7-6.
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En contraste, en el 2006 Lonjou y cols. estudiaron 12 pacientes europeos con SJS o NET
inducido por carbamazepina, encontrando el alelo HLA-B*15:02 en cuatro pacientes con
ancestria asiatica, mientras que este alelo no fue encontrado en los ocho pacientes
restantes, lo que indica que el alelo HLA-B*15:02 tiene una frecuencia extremadamente
baja en la poblacién de Europa y que su expresion deletérea probablemente se restringe a
poblaciones con ancestria derivada del sur de Asiall64,

Del mismo modo, Kaniwa y cols. 2008 estudiaron 58 pacientes japoneses con SJS o NET
secundario a la administraciéon de carbamazepina, sin encontrar el alelo HLA-B*15:02¢3, Un
poco antes, la misma observacion se habia dado por Alfirevic y cols. 2006 al estudiar 99
pacientes caucasicos con hipersensibilidad a carbamazepina; no obstante, encontraron en
baja frecuencia el alelo HLA-B*07:02, para el cual postularon como relacionado con un
efecto protector contra las RAM cutaneas severas a carbamazepina, pero adn se requiere de
estudios de validacion para clarificar este efectol2.

La asociacion de RAM cutdneas severas inducidas por el alopurinol y asignadas al alelo
HLA-B*58:01 fue propuesta en pacientes chinos Han de Taiwan y confirmada en pacientes
caucasicos’%71; sin embargo, la asociacidén observada en los primeros fue extremadamente
fuerte (100%) mientras que se observd una asociacion moderada en los pacientes
europeos (61%)6370. Estudios en poblacién japonesa quienes presentaron SJS o NET
posterior a la administracion de alopurinol evidencian una frecuencia del alelo HLA-
B*58:01 del 40.0%, frecuencia menor a la observada en los pacientes europeos; esto
teniendo en cuenta que la frecuencia alélica del HLA-B*58:01 en la poblacién japonesa sana
(1.2%), que es comparable con la de la poblacién europea (1.5% )¢3.

Asi mismo, en el 2002 se observé una fuerte asociacion con el alelo HLA-B*57:01 y el
sindrome de hipersensibilidad a medicamentos producido tras la administracion de
abacavir®4. El HLA-B*57:01, al igual que otros alelos de HLA, no esta representado de igual
forma entre todas las poblaciones, siendo mas prevalente en poblacién europea (5-8%)
comparado con la poblacion africana-americana (2.4%)6%46>.

Mallal y cols. 2002 genotipificaron 200 pacientes caucasicos expuestos a abacavir y
encontraron que 18 desarrollaron hipersensibilidad al medicamento; de estos, 14 tenian el
alelo HLA-B*57:011516, Se demostr6 que era posible predecir a aquellos pacientes en los
que era mas probable que se presentara hipersensibilidad a abacavir y sugirieron la
utilidad clinica de la determinacion de HLA-B*57:01 para prevenir las reacciones de
hipersensibilidad secundarias a este medicamento16.64.65,
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Conociendo la importancia de estudiar los distintos mecanismos involucrados en el
desarrollo de RAM cutaneas severas, cabe resaltar que estudios realizados recientemente
sugieren la determinacion de distintos alelos del subtipo HLA-B en pacientes con SJS 6 NET
de distintos origenes étnicos, que puedan estar relacionados con el desarrollo del fenotipo,
previo a una amplia aplicacién en la practica clinica de los resultados hallados en otras
poblaciones®12.13,65,
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5. HIPOTESIS

En la actualidad se conocen de manera parcial los mecanismos implicados en la
etiopatologia del SJS o NET asociado a medicamentos. Clinicamente se ha evidenciado que
la administraciéon de algunos medicamentos quimicamente distintos, puede generar una
respuesta inmune que converge hacia un fenotipo comun y que diverge entre poblaciones.

Se estima que el origen de esta respuesta, se puede relacionar con variantes drasticas en
uno o en algunos genes cruciales pertenecientes a vias moleculares del metabolismo de los
medicamentos, o asi mismo con genes involucrados en el inicio de la respuesta inmune tal y
como es el caso del Antigeno Leucocitario Humano (HLA).

Con esta premisa, al realizar el andlisis molecular del gen HLA-B se espera responder la
pregunta sobre si hay polimorfismos de riesgo en la poblacién analizada en Colombia, que
puedan estar o no asociados con el desarrollo del efecto adverso medicamentoso a nivel
cutaneo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de Estudio
El estudio desarrollado es de tipo observacional y analitico de casos.

6.2. Universo y Muestra

El universo de muestra incluido dentro del estudio corresponde a pacientes, hombres y
mujeres, colombianos de todas las edades, que hayan tenido una reaccién adversa cutanea
medicamentosa severa (S]S, SJS/NET, NET), identificados en las revisiones de historias
clinicas realizadas por los médicos dermatélogos, oftalmologos, internistas y pediatras de
las diferentes instituciones participantes, teniendo en cuenta los criterios diagnosticos
basados en la morfologia clinica definida por Roujeau en 199443,

Cada paciente que acept6 voluntariamente a participar, firmoé el consentimiento informado
aprobado por el comité de Etica de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario, disefiado expresamente para el estudio.

Los pacientes incluidos en el estudio continuaron con el tratamiento previsto por los
médicos tratantes, sin intervencion alguna del equipo de investigadores. Es importante
resaltar que, debido a la baja frecuencia de la enfermedad, se accedié a la mayor cantidad
de individuos afectados que fue posible.

6.3 Métodos de laboratorio

Previa la firma del consentimiento informado, se obtuvo una muestra de 10 ml de sangre
venosa periférica de cada paciente incluido en el estudio en tubos con anticoagulante EDTA
(acido-etilen-di-amino-tetra-acético).

6.3.1 Estudio de ADN gendémico

6.3.1.1 Extracciéon de ADN

Se procedié a realizar la extraccion de ADN gen6mico a partir de leucocitos de sangre
periférica de acuerdo con el método de Miller (macrotécnica de salting out); en la cual
inicialmente, se adicion6 a la sangre total anticoagulada con EDTA, en un tubo Falcon, 5ml
de solucidén de lisis para eritrocitos, seguidamente, se incub6 la muestra en hielo por 20
minutos, se mezclé inicialmente de manera suave y luego se centrifugé durante 10 minutos
a 5.000 rpm. Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié la pastilla de
leucocitos en 3ml de solucién de lisis para eritrocitos; se incubé nuevamente en hielo por
15 minutos y se repiti6 el paso de centrifugacion; se descarté el sobrenadante y se lavé de
nuevo la pastilla de leucocitos con solucién de lisis para eritrocitos.
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Seguidamente, se resuspendio el boton en 750 ul de solucién de lisis para células blancas;
se adicionaron 50 ul de SDS al 10%, 15 ul de proteinasa K y se incub6 la mezcla a 56°C por
3 horas. Se agregaron 500 ul de NaCl saturado, se agit6 vigorosamente por 15 segundos y
se centrifugd por 18 minutos a 5.000 rpm. Inmediatamente se transfirié el sobrenadante a
otro tubo y se repiti6 la centrifugacién por 7 minutos. Se transfiri6 de nuevo el
sobrenadante a otro tubo y se precipité el ADN con dos volumenes de etanol al 100%.

Finalmente, se descarté el etanol, se dejaron evaporar los restos de este para luego
adicionar 300 ul de TE 1X; se mezcl6 durante 15 minutos y se almacené en nevera a -20°C
hasta el momento de su procesamiento.

Luego de la extraccion y aislamiento del ADN, se verificé por espectrofotometria la calidad
y cantidad del mismo ajustando cada muestra a una concentracién final de 30 ng/ul; la cual
fue usada para la genotipificacion de los alelos de HLA-B.

6.3.1.2 Genotipificacién Alelos HLA-B
La genotipificacién de alta resoluciéon del HLA-B se llevo a cabo por medio del kit de

secuenciacion SeCore® de Invitrogen™ de acuerdo al protocolo y las recomendaciones del
fabricante; para lo cual se llevaron a cabo los siguientes pasos:

e  Amplificacion del ADN gendmico especifica de locus

El grupo del locus B contiene dos juegos de mezcla amplificadora (S1 y S2), para lo cual se
prepararon dos reacciones de amplificacion para cada muestra (marcadas con el c6digo M1
a M19 siguiendo el orden de la codificacién) con sus respectivos controles negativos o
blancos; las condiciones utilizadas para cada muestra fueron:

Reactivo Volumen
Mezcla de amplificacion 19,8 ul
Taq ADN-polimerasa FastStart™ 0,2 ul
ADN muestra (Agua estéril-blanco) 5ul
Volumen total 25ul
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El programa en el termociclador fue:

Paso No. Ciclos Temperatura Duracién
Desnaturalizacién inicial 1 95°C 4 min.
95°C 20 seg.
Ciclo 35 63°C 20 seg.
72°C 40 seg.
Extension final 1 72°C 5 min.
Mantenimiento 1 4°C Infinita

e Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 un gel de agarosa al 1.5%, se afiadieron 5 ul de producto de PCR por muestra. Los
tamafios de las bandas esperadas para el producto de amplificacion del locus del grupo B
eran de ~1250 y ~720 pb. Dependiendo del tipo de muestra era posible que la banda del
producto de 1250 pb estuviera o no presente en una o ambas amplificaciones. Para la
secuenciacion de los exones 2 y 3, se prepararon reacciones de secuencia para todas las
amplificaciones que resultaron positivas para el producto de 1250 pb. El exén 4 (720 pb) es
idéntico en las mezclas 1 y 2, por lo que solo se amplificéd uno de los tubos para este exén
(Figura 14).

[S1]

PPM S2]

M1 M2 BLANCO M1 M2 BLANCO *

PPM

~1250 pb &

~720 pb >

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa. [S1]= Mezcla 1; [S2]= Mezcla 2; M1= Paciente
1; M2= Paciente 2;PPM= Patrdén de peso molecular.
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e Purificacion de los amplicones de PCR (ExoSAP-IT™)

Se trataron los amplicones de PCR con ExoSAP-IT™ con el fin de degradar los primers no
incorporados e hidrolizar los dNTPs. Se afnadieron 4 ul de ExoSAP-IT™ a los tubos de
amplificacién con productos positivos para la banda de ~1250 pb, se centrifugd
brevemente y se agitd con vdrtex, el programa de amplificaciéon usado en el termociclador

fue:
Paso No. Ciclos Temperatura Duracién
. 37°C 20 min.
Ciclo 1 ~ -
80°C 20 min.
Mantenimiento 1 4°C Infinita

e Reaccién de Secuenciacién

El nimero de reacciones de secuenciacién dependié del patrén de reacciones positivas,
cuando las dos reacciones de amplificacién fueron positivas para la banda de ~1250 pb se
realizaron las reacciones de las secuencias forward y reverse para los exones 2 y 3 para
ambos productos de la reaccién; en cambio, solo se realiz6 la secuenciaciéon de uno de los
dos productos del exén 4 (~720 pb). En todos los casos, las mezclas de reacciéon de
secuenciacion se conservaron frias utilizando hielo.

Se extrajeron 2 ul de los productos de PCR tratados con ExoSAP-IT™ en un nuevo tubo y se
afiadié 8 ul de cada mezcla de secuenciacion especifica del locus, al tubo correspondiente,
se agité en vortex brevemente y se centrifugd. El programa de amplificaciéon para la
reaccion de secuenciacion usado en el termociclador fue:

Paso No. Ciclos Temperatura Duracién
95°C 20 seg.
Ciclo 25 50°C 15 seg.
60°C 60 seg.
Mantenimiento 1 4°C Infinito

* Precipitacion con etanol de los productos de reacciéon de secuenciacion

Después de la reaccién de secuenciacion, se realizé una precipitacion con etanol con el fin
de eliminar los terminadores sobrantes. Se afiadieron 2 ul de tampén PPT de secuenciacion
a cada mezcla de reaccion de secuenciacion, se realizo un breve centrifugado para asegurar
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que el contenido se mezcl6 correctamente y se deposité en el fondo del pocillo.
Posteriormente, se afiadieron 40 ul de etanol al 100% a cada mezcla, se agité en vértex por
60 segundos y se centrifugd durante 30 minutos a 2000 x G.

Seguidamente, se retir6 la tapa y se dio vuelta a la placa sobre una toalla de papel para
eliminar la mayor cantidad de liquido posible. Se afiadieron 100 ul de etanol al 70% a los
sedimentos de ADN, se centrifugé durante 5 minutos a 2000 x G y finalmente se eliminé el
sobrenadante dando la vuelta a la placa nuevamente sobre una toalla de papel.

e Purificacion con BigDye® XTerminator™

Se realiz6 una segunda purificacion de las reacciones de secuenciacién de ADN con el kit de
BigDye®XTerminator™ con el fin de eliminar las sales y los terminadores aun no
eliminados. Se adicioné a cada pozo 45 ul de solucién SAM y 10 ul de la solucién del kit, se
agité con un vortex por 30 minutos, seguidamente se centrifugé por 2 minutos a 1.000 x G
y se ubico la placa en el inyector automatico del secuenciador para dar inicio a la corrida.

e Electroforesis en el analizador genético de electroforesis capilar

Para dar inicio al corrido del secuenciador se usaron las siguientes condiciones:

Parametros Valores
Dye Set E
Mobility File KB_3100_POP6_BDTv1.mob
Base caller Kb. bcp
Run Module RapidSeq36_POP6
Injection Time 10 seconds
Default Run Time 1800 seconds

6.3.1.3 Analisis de datos

Para el andlisis de los resultados se utilizo el software sequencing analysis con el fin de
procesar los datos recopilados y crear los archivos de secuencia. Finalmente, se utilizé el

software uTYPE® SBT para procesar los archivos de secuencia y crear el informe de tipaje
de HLA-B.
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7. ASPECTOS ETICOS

De acuerdo con lo establecido en la resolucién 008430 de 1993 (“normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigacién en salud”), este estudio se clasifica como
una “INVESTIGACION CON RIESGO MINIMO”, articulo 11, numeral B. Los riesgos para el
paciente son derivados Unicamente de la toma de una muestra de sangre, los cuales se
consideran minimos para el paciente.

Se presentd a cada paciente y en el caso de los menores de edad a sus tutores legales,
informacién amplia sobre el proyecto, donde se incluyeron los objetivos, personas
participantes, manejo de las muestras, riesgos, estrategia de comunicacion de los
resultados y hallazgos. Se hizo énfasis en la libre participacion, sin costo, bajo proteccién de
ser anonima y el derecho de ser excluidos de recibir informacién sobre los resultados,
productos de la investigacion o retirarse en cualquier momento.

Posteriormente, se siguié a entregar el documento de consentimiento informado a cada
participante para ser firmado; en este se presentaron los datos personales, incluyendo los
de localizacién por distintos medios, de cada uno de los investigadores, la informacién
suministrada a los pacientes o a los tutores legales en el caso de los menores de edad. Asi
mismo, se mantuvieron registros de informaciéon personal y localizaciéon del paciente
durante todo el tiempo de la investigacidn.

Los beneficios son directos para cada paciente, puesto que se identifican variaciones
genéticas en el sistema HLA-B que pueden estar relacionados con los efectos adversos
cutaneos severos luego de la administraciéon de diferentes tipos de medicamentos. Las
limitaciones son inherentes a que existan otras causas distintas a las involucradas en el
presente estudio, que sean responsables del efecto adverso que se investiga.

Se declara que los procedimientos y actividades a desarrollar en el presente proyecto se
adhirieron a las normas del Comité de Etica de la Universidad del Rosario, asi como a la
Declaracion de Helsinki en su udltima version. Los investigadores declararon no tener
conflictos de interés.
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8. RESULTADOS

8.1 Correlacion clinica y caracteristicas demograficas de los pacientes

Se estudiaron un total de 19 pacientes afectados por SJS, NET o SJS/NET (nombrados M1 a
M19) (Tabla 4). Doce pacientes fueron clasificados como NET, cinco como SJS y dos como
SJS/NET, basados en la clasificacidn clinica propuesta por Harr y colaboradores?; dos de los
19 pacientes pertenecian a la misma familia (M18, madre; M19, hijo), los cuales al momento
del andlisis se contaron como un solo genotipo para evitar sesgos de muestreo (Tabla 4).

La edad promedio fue de 32 afios (rango, 1 a 68 afos), diez fueron mujeres y eran
naturales de 7 departamentos en Colombia. La mayor representaciéon se observé para el
departamento de Cundinamarca con un 57.8% de los casos (11 de 19 pacientes, de los
cuales 8 pacientes son naturales de la capital, Bogotd D.C); seguido por departamentos
como Tolima y Valle del Cauca con un 10.5% de los casos cada uno (2 de 19 pacientes) y
finalmente Caldas, Cesar, Meta y Narifio con un 5.2% de los casos cada uno (1 de 19
pacientes) (Tabla 4).

Mas de la mitad de los fenotipos se asociaron con la administracién de anticonvulsivantes y
antibidticos, segregados en un 36 y 26% respectivamente; estos hallazgos se encuentran en
concordancia con resultados previos en donde se describen estos grupos de medicamentos
como los mas frecuentemente relacionados con SJS y NET7273,

Doce diferentes medicamentos se identificaron como relacionados con el inicio de los
sintomas: carbamazepina (3 casos), lamotrigina (3 casos), medio de contraste (2 casos),
sulfadoxina/pirimetamina (2 casos madre-hijo, MI18 y M19); la mezcla de
acetaminofén/codeina (1 caso), cefalexina (1 caso), sulfonamida (1 caso), fenitoina (1
caso), nitrofurazona (1 caso), trimetoprim/sulfametoxazole (1 caso), metoclopramida (1
caso) y el compuesto de origen natural Urtica dioica (1 caso). No se pudo establecer
asociacién con un medicamento en particular para el caso M3 (Tabla 4).

Aunque las RAM cutdneas raramente se han visto relacionadas con la administracion de
medio de contraste, en el presente estudio dos pacientes (M5 y M10) fueron identificados al
presentar RAM cutdnea severa (fenotipo S]S) tras la administraciéon este compuesto’47>
(Tabla 4).
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Sintomas
] Edad Género Medicamento Natural Manifestaciones Compromiso  Exantema/  04SCT  Fenotipo
sistémicas de mucosas Flictenas
M1 29 F Acetaminofén/Codeina Aldana (Narifio) Ninguno Oral S/N 10 SJS
M2 59 M Urtica dioica Bogota, D.C Fiebre Oral, ocular S/N 20 SJS/NET
M3 59 F Desconocido Valledupar (Cesar) ~ Fiebre Oral, ocular  S/S 95 NET
M4 46 F Lamotrigina g:ﬂc(;/)alle del Fiebre, leucocitosis Oral, genital ~ S/S 70 NET
M5 48 F Medio de Contraste Bogotd, D.C Ninguno Oral, genital ~ S/N 10 SIS
M6 |68 F Carbamazepina Ibagué (Tolima)  Fiebre gergl,t;cular, $/S 80 NET
M7 |15 F Lamotrigina Bogot4, D.C Fiebre, leucocitosis gggi'&‘:f“'ar' $/S 80 NET
. , Fiebre, leucocitosis, Oral, ocular,
M8 37 M Cefalexina Bogota, D.C CFR, CFH genital S/S 90 NET
M9 30 M Sulfonamida Bogota, D.C Ninguno Oral S/N 10 SIS
M0 |35 M Medio de Contraste Villeta Artralgias Oral $/S 10 SJS
(Cundinamarca)
M11 | 45 F Fenitoina Dorada (Caldas) Fiebre, leucocitosis Oral, ocular S/ 60 NET
M12 |36 F Nitrofurazona (PIU[ZE;(; Lleras Leucocitosis Ocular S/N 20 SJS/NET
M13 |5 M Carbamazepina Glrard_ot Fiebre, leucocitosis Oral, ocular  S/S 80 NET
(Cundinamarca)
. [ Fiebre, leucocitosis, Oral, ocular,
M14 |18 M Carbamazepina Bogotd, D.C CFH genital S/S 80 NET
Mi5 | 54 F Trimetoprim- Cali (Valle del Artralgllas,' Oral s/ 78 NET
Sulfametoxazole Cauca) leucocitosis
. Caqueza . .
M16 |9 M Metoclopramida ) Fiebre Oral, genital ~ S/N 80 NET
(Cundinamarca)
.. . Fiebre, leucocitosis, Oral, ocular,
M17 |5 M Lamotrigina Bogotd, D.C CFH genital S/S 80 NET
M18 | 18 F Sulfadoxina-Pirimetamina ~ Guamo (Tolima) Fiebre, artralgias Oral, ocular  S/S 80 NET
M19 |1 M Sulfadoxina-Pirimetamina  Bogota, D.C Ninguno Ocular S/N 10 SIS

Tabla 4. Caracteristicas clinicas y demogrdficas de pacientes colombianos con RAM
cutdneas severas. Se describen las caracteristicas fenotipicas y demograficas de los 19
pacientes afectados, el medicamento responsable de la reaccién, su lugar de nacimiento, sus
sintomas y su fenotipo. S= Si; N= No; CFR= Compromiso de la funcién renal; CFH=
Compromiso de la funcién hepatica % SCT = Porcentaje de superficie corporal afectada.

8.2 Electroforesis en Gel de Agarosa del ADN gendmico especifico del locus B
amplificado

El andlisis de alelos para el gen B del HLA se realizé a partir de la amplificacién del locus
hasta que se obtuvieron las bandas esperadas de ~1250 y ~720 pb. El fragmento de ~720
pb corresponde a la amplificacion del ex6n 4 del gen HLA-B (region no variable), mientras
que el fragmento de ~1250 corresponde a los exones 2 y 3 del gen HLA-B (region variable).
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B.

sy {s2} oo {s1y T s e AS2}
PPM PPM M3 . M4 M5 BLANCO A M3 - M4 M5 BLANCO
M1 M2 BLANCO M1 M2 BLANCO ~1250pb > | ; i - -
~1250 pb > 4
~720 pb >
~720 pb >
C. PPM {s2}
BLANCO M6 M7 M8  BLANCO
~720 pb S
~1250 pb S
D.
~1250 pb >
~720 pb >

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa en los pacientes 1 a 19. A, By C muestran las
electroforesis correspondientes a los pacientes 1 al 8 agrupados por cada una de las
mezclas. D. Muestra la electroforesis de los pacientes 9 a 19 para cada una de las mezclas.
S1 = Mezcla 1; S2 = Mezcla 2; M1-M19 = Paciente 1- Paciente19;PPM = Patr6n de peso
molecular.

Por pertenecer el exdn 4 a la region no variable del gen HLA-B, este se utiliz6 como control
interno de amplificacion, por ello se colocé una sola vez en cada muestra para verificar la
fidelidad de la secuencia del fragmento (Figura 14).

El andlisis de la region variable (exones 2 y 3) en cada muestra requirié de dos amplicones
por cada persona afectada por SJS, NET o SJS/NET (nombrados M1 a M19), los cuales se
observan como S1 (Mezcla 1) y S2 (Mezcla 2) (Figura 13 A, B, Cy D).
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8.3 Asignacion de alelos del locus HLA-B

La asignacidn de los alelos del locus HLA-B se realizé6 mediante el programa computacional
uTYPE® SBT el cual analiza imagenes de los fragmentos de ADN amplificados y
secuenciados para la asignacién de los alelos. Los resultados se obtienen mediante la
comparacién con la base de datos IMGT/HLA del Instituto Europeo de Bioinformatica
(Figura 16).

El programa uTYPE® combina el andlisis rdpido de los datos con el manejo efectivo de los
resultados; utilizando una funcién de filtro dnico que no modifica el archivo de datos
original (raw data), eliminando las combinaciones de alelos no coincidentes en
consideraciéon, mientras que los informes personalizados que contienen resultados
interpretados se encuentran siempre disponibles para su revision.

file View Help IMGT/HLA Release: 3.2 15 October 2010 ()
|GE -5 QB[ ] |EB|00|w -EEEHOORS I alclelT) Rl
Sample Locus ‘ 1 T w 1 1 [ R
-6 M12-51 [H: B14:02:05,B.. B 822
2F: M12-51_B_2F_C04.ab1 —
. 231 241 251 261
2R: M12-51_B_2R_DO4.ab1 ;‘;ﬂf’e"r"
3F: M12-51_B_3F_E04.ab1 Reviewed
3R: M12-S1 B_3R_F04.ab1 Consensus TGSRBRRARYARGAGRVRYBNDVDYWYBSVGASBVGRWNRYMHRDYV
4F: M12-51_B_4F_G04.ab1 ggi: ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
© 4R: M12-51_B_4R_HO04.ab1 Pattern T(clec|[a|[T[A|ec|Alc|c|Aalc|c|Aalc]|c|ec|a|c|c|e|c|AalrR|T[A|T[T|c|c|ec|[Aalc|c|c[c|Aa[Aa[c|Aa|c|Al|c|AlGc[A
Result
< [Lm »
at 2148 231 241 251 261
- w21 A . ae G G C G G G G G 6 C C GG RI.T T . T 6 G G C _C G G C A C
G2 T3 A B C 3Ly T e e A e PRI DO T TR T O BRI
246 <2F> M12-51_B_2F_C04.ab1 <Signal G:52 T:46 A:64 C:67 N/S: 3.94% QV: 46 Space: 11.28>
< n » A R T
MM (1) Allele Info " "
0 B*14:02:05 B*15:09 33 3 33
G G C G G G 6 G 6 C CG G RI.T T . TG G G C CG G C c
[ | L R L e L
“l' <2R> M12-51_B_2R_D04.ab1 <Signal G:225 T:230 A:210 C:291 N/S: 2.20% QV: 49 Space: 11.17>
[ 1
»
[R-AG Y-TC K-GT M-AC S-GC W-AT B-GTC D-GAT HACT V-GTJi. | MI12-S1 Exon:2 Codon: 58.3 Pos: 246 Code: GAR (7)

Figura 16. Ejemplo de asignacién de alelos de HLA-B por medio de uType®. Caso 12 (M12).

En el presente andlisis se estudiaron un total de 19 pacientes afectados por SJS, NET o
SJS/NET (nombrados M1 a M19) de los cuales como se habia mencionado anteriormente, al
momento del andlisis se contaron los pacientes pertenecientes a la misma familia (M18,
madre y M19, hijo) como un solo genotipo para evitar sesgos de muestreo. Se identificaron
27 alelos diferentes para el locus HLA-B (Tabla 5).
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1D Fenotipo Genotipo

M1 SJs B*39:09/B*40:02
M2 SJS/NET B*44:03/B*44:03
M3 NET B*15:04/B*15:10
M4 NET B*27:05/B*35:01
M5 SJS B*15:01/B*51:01
M6 NET B*41:05/B*44:03
M7 NET B*39:05/B*18:01
M8 NET B*45:01/B*44:02
M9 SJs B*39:06/B*35:35
M10 SJs B*08:01/B*40:02
M11 NET B*07:02/B*48:02
M12 SJS/NET B*14:02/B*15:09
M13 NET B*35:43/B*53:01
M14 NET B*07:02/B*35:49
M15 NET B*18:07/B*35:01
M16 NET B*07:02/B*44:03
M17 NET B*38:01/B*15:20
M18 NET B*40:02/B*44:03
M19 SJs B*14:01/B*44:03

Tabla 5. Genotipificacion de pacientes colombianos afectados por RAM cutaneas
severas. Se muestran los 19 pacientes con sus respectivos fenotipos para las RAM cutdneas
severas asi como los genotipos para el locus HLA-B.

8.4 Analisis Bioinformaticos
El andlisis de la informacién a partir de la genotipificaciéon del locus HLA-B se obtuvo a
través de los programas GENEPOP version 4.1.47677 y ARLEQUIN version 1.078.

8.4.1 Frecuencias Alélicas

Se realiz6 el andlisis de las frecuencias de los 27 alelos hallados en el estudio y la posible
asociacién con cada uno de los medicamentos o sustancias a las que fueron expuestos los
pacientes. Se estimd el coeficiente de endogamia (Fis), que mide los apareamientos no
aleatorios dentro de una poblacién, segin Weir & Cockerham (1984), para cada alelo y
para la poblacion en general (Tabla 6). Este coeficiente otorga puntuaciones que van desde
0 a1, siendo 1 el maximo de endogamia.

Los alelos mas frecuentes observados fueron B*44:03 (13.8%), B*07:02 (8.3%), B*40:02
(8.3%) y B*35:01 (5.5%)(Tabla 5); asi mismo, se observd una frecuencia mas alta de lo
esperado para el alelo HLA-B*44:03 (5.5%) asociado con el cuadro clinico mixto de
SJS/NET, en una persona quien recibié el compuesto natural Urtica dioica (Tabla 7).
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HLA-B Frecuencia Fis
(W&C)

B*07:02 0.0833 -0.0625

B*08:01 0.0278 0.0000

B*14:02 0.0278 0.0000

B*15:01 0.0278 0.0000

B*15:04 0.0278 0.0000

B*15:09 0.0278 0.0000

B*15:10 0.0278 0.0000

B*15:20 0.0278 0.0000

B*18:01 0.0278 0.0000

B*18:07 0.0278 0.0000

B*27:05 0.0278 0.0000

B*35:01 0.0556 -0.0303

B*35:35 0.0278 0.0000

B*35:43 0.0278 0.0000

B*35:49 0.0278 0.0000

B*38:01 0.0278 0.0000 ; 57

B+39.05 50578 50000 Tabla 6. Frecuencias alélicas HLA-B. Se muestran

B*39:06 0.0278 0.0000 los 27 alelos encontrados en la poblacién analizada,

B*39:09 0.0278 0.0000 . . )

B*40:02 0.0833 .0.0625 con las frecuencias alélicas y los valores de Fis

B*41:05 0.0278 0.0000 - ; . ;

B*44:02 00278 0.0000 (coeficiente de endogamia) segin Weir &

B*44:03 0.1389 0.3289 Cockerham (1984). Se resaltan los alelos mas

B*45:01 0.0278 0.0000

B*48:02 0.0278 0.0000 frecuentes.

B*51:01 0.0278 0.0000

B*53:01 0.0278 0.0000

Total 1 0.0302

MEDICAMENTO
HLA-B A/C  UD DC LTG MC CBZ CEX SLF PHT NFZ TMP/ MTC S/P
SMX

B*07:02 | 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0,0278 0 0 0,0278 0
B*08:01 | 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0
B*14:02 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0
B*15:01 | 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0
B*15:04 | 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*15:09 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0
B*15:10 | 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*15:20 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*18:01 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*18:07 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0
B*27:05 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*35:01 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0
B*35:35 | 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0
B*35:43 | 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0
B*35:49 | 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0
B*38:01 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*39:05 | 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*39:06 | 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0
B*39:09 | 00278 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B*40:02 | 00278 o0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0,0278
B*41:05 | 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0
B*44:02 | 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0
B*44:03 | 0 0,0556 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0,0278  0,0278
B*45:01 | 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0
B*48:02 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0
B*51:01 | © 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0 0
B*53:01 | © 0 0 0 0 0,0278 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 7. Comparacion de las frecuencias alélicas y la asociacion con los medicamentos o
sustancias suministradas a los pacientes con SJS, NET y SJS/NET. Se muestran los 27
alelos identificados para HLA-B en la poblacién analizada y los medicamentos asociados.
A/C= Acetaminofén/Codeina; UD = Urtica dioica; DC = Desconocido; LTG = Lamotrigina; MC
= Medio de Contraste; CBZ = Carbamazepina; CEX = Cefalexina; SLF = Sulfonamida; PHT
Fenitoina; NFZ = Nitrofurazona; TMP/SMX = Trimetoprim/Sulfametoxazole; MTC
Metoclopramida; S/P = Sulfadoxina/Pirimetamina.
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8.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

El célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg evalia la relacion entre las frecuencias alélicas
y genotipicas en un locus autosémico, diploide, que se presume se halla en equilibrio. El
desequilibrio de Hardy-Weinberg ocurre cuando hay migracion, seleccién, mutacion,
endogamia o deriva genética, en una poblacidon’®. El test de equilibrio de Hardy-Weinberg
(HW) se realiz6 para toda la poblacién en estudio, teniendo en cuenta la hipétesis nula Ho=
no hay asociacién entre los alelos del locus HLA-B en la poblacién colombiana y el fenotipo
(SJS, NET o SJS/NET) y la hipétesis alternativa Hi= hay asociacién entre los alelos del locus
HLA-B en la poblaciéon colombiana y el fenotipo (SJS, NET o SJS/NET), segin los métodos
descritos por Weir & Cockerham (1984) y Robertson & Hill (1984), considerando que
valores menores de 0.05 rechazan la hipétesis nula (Ho) y valores por encima de este la
aceptan.

Se evalud la significancia estadistica por medio de un algoritmo de cadenas de Markov para
estimar el valor exacto de p sin sesgos por el tamafio muestral, teniendo en cuenta los
siguientes parametros:

Estimation of exact P-values by the mMarkov chain method.

Markov chain parameters for all tests:

Dememorization:
Batches:
Iterations per batch:

10000
20
5000

Hardy weinberg: Probability test

Se obtuvo un valor de p 0.6141, que apoya la hip6tesis nula, esto es, que no hay asociaciéon
entre los alelos (genotipo) y el fenotipo (SJS, NET o SJS/NET), con un valor de Fis (W&C) de
0.0302, que indica que la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (Figura
17).

Results by population

Pop M18

_____________________________ Fis estimates

locus P-val S.E \:Jé.c_ _____ l;é;i"" Steps

HAB 0.6141 0.0875 0.0302 0.0057 213 switches (low!)
Normal

Figura 17. Resultados test de Hardy-Weinberg por poblacién. Se muestran los resultados
del test de Hardy-Weinberg para la poblacién estudiada. p-val= valor de p; S.E= error
estandar; Fis= estimacién de endogamia.
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8.4.3 Andlisis molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA es un método de estimacion de la diferenciaciéon poblacional a partir de datos
moleculares y pruebas de hipoétesis sobre esa diferenciacion®l. El andlisis se realizé
comparando las frecuencias alélicas encontradas en el presente estudio (n=18) con las
frecuencias de estos mismos alelos presentes en poblaciones de América y en otras
poblaciones de Colombia, con el fin de identificar posibles diferencias o similitudes entre
las diferentes poblaciones. Para tal fin se usaron los siguientes ajustes:

settings used for calculations

</title> <data>

General settings:

Deletion weight =1
Transition weight weight =1
Tranversion wWeight weight =1
Epsilon value = le-07
Significant digits for output =5

Use origina1 hapTlotype definition
Alllowed level of missing data = 0.05

Active Tasks:

Compute pairwise differences

Compute coancestry coefficients
Compute Slatkin's distances

No. of permutations for significance
No. of permutations for Mantel test

100
1000

Distance matrix: o )
Compute F-statistics on haplotype frequencies only

Exact test of population differentiation:

No. of steps in Markov chain = 100000
No. of Dememorisation Steps = 10000
Required precision on Probability = 0
Print Histogram and table : Yes
significance level = 0.05

8.4.4.1 Analisis AMOVA en poblaciones de América

Para los andlisis de AMOVA en los diferentes grupos poblacionales de América se tuvieron
en cuenta las siguientes frecuencias alélicas (Tabla 8)8283,
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HLA-B g;);(:’n;l;;; Argentina Brasil Chile Cuba México U.S* U.S** U.SH**
(n=18) (=86) (n=95) (n=70) (n=70) (n=234) (n=265) (n=234) (n=251)
B*07:02 0.0833 0.0120 0.0630 0.0619 0.0790 0.0406 0.1113 0.0620 0.0817
B*08:01 0.0278 0.0170 0.0740 0.0202 0.0570 0.0064 0.1094 0.0385 0.0458
B*14:02 0.0278 - 0.0530 0.0356 0.0570 0.0321 0.0340 0.0406 0.0179
B*15:01 0.0278 0.0230 0.0110 0.0100 0.0210 0.0214 0.0604 0.0278 0.0100
B*15:04 0.0278 0.0640 0.0000 = 0.0000 = = = =
B*15:09 0.0278 - 0.0000 - 0.0000 - - - -
B*15:10 0.0278 - 0.0160 - 0.0000 0.0021 0.0057 0.0043 0.0239
B*15:20 0.0278 0.0060 0.0000 - 0.0000 - - - -
B*18:01 0.0278 - 0.0630 0.0356 0.0640 0.0171 0.0283 0.0491 0.0319
B*18:07 0.0278 - 0.0000 - 0.0000 - - - -
B*27:05 0.0278 - 0.0160 0.0151 0.0140 0.0064 0.0226 0.0256 0.0120
B*35:01 0.0556 0.0640 0.0420 0.0151 0.0290 0.0577 0.0679 0.0705 0.0637
B*35:35 0.0278 - - - - - - - -
B*35:43 0.0278 - 0.0000 0.0000 0.0192
B*35:49 0.0278 - - - - - - - -
B*38:01 0.0278 0.0060 0.0320 0.0151 0.0430 0.0128 0.0245 0.0171 0.0040
B*39:05 0.0278 0.0230 0.0000 - 0.0140 0.0791 - 0.0214 -
B*39:06 0.0278 - 0.0160 - 0.0140 0.0684 0.0075 0.0171 0.0040
B*39:09 0.0278 0.0120 0.0000 0.0513 0.0000 - = = =
B*40:02 0.0833 0.1100 0.0160 0.0408 0.0000 0.0534 0.0151 0.0513 0.0020
B*41:05 0.0278 - - - - - - - -
B*44:02 0.0278 - 0.0420 0.0304 0.0500 0.0107 0.1170 0.0342 0.0199
B*44:03 0.1389 0.0410 0.0530 0.0356 0.0640 0.0278 0.0302 0.0556 0.0339
B*45:01 0.0278 - 0.0260 0.0100 0.0210 0.0150 0.0038 - 0.0538
B*48:02 0.0278 0.0060 0.0000 = 0.0000 = = = =
B*51:01 0.0278 0.0990 0.0840 0.0356 0.0640 0.0598 0.0566 0.0620 0.0120
B*53:01 0.0278 - 0.0160 0.0100 0.0210 0.0128 0.0038 0.0299 0.1056

Tabla 8. Frecuencias Alélicas locus HLA-B en diferentes grupos poblacionales de
América. Frecuencias alélicas para HLA-B hallados para poblacién colombiana comparados
con otros grupos poblacionales en América. U.S*= Caucasicos; U.S**= Hispdnicos; U.S***=
Afro-Americanos8283,

Y se usaron las siguientes etiquetas con el objetivo de marcar la poblaciones para el
analisis:

List of Tabels for population samples used below:

1 Ccolombia Estudio

2 Argentina

3 Brasil

4: chile

5: Cuba

6: Mexico

& U.s¥

8: UL Sk*

9: U, S**x
</pairDistPopLabels> <data>

El andlisis de comparacién pareada entre poblaciones estim6 unos valores de Fst que
permiten identificar la similitud entre las distintas poblaciones analizadas con la poblacién
estudiada de Colombia cuando se encuentran valores cercanos a 0. La similitud fue mayor
con las poblaciones de Chile, Cuba, México y la poblacién de “hispanos” estadounidenses
(U.S hispanos). Esto a pesar de tener valores negativos en los casos de las poblaciones de

Chile, Cuba e “hispanos” de los Estados Unidos, lo que seria explicado por la presencia de
tamafios muéstrales desiguales. La mayor similitud se obtuvo en la comparacién de la
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presente muestra con la de la poblaciéon de “hispanos” en los Estados Unidos de América
(Fst=-0.00093) (Tabla9).

Grupos étnicos Estudio Valor de p
Ameérica Colombia

1. Estudio Colombia 0.00000 &

2. Argentina 0.02291  0.00901+-0.0091
3. Brasil -0.01104 0.85586+-0.0366
4. Chile -0.00966 0.82883+-0.0265
5. Cuba -0.00385 0.63964+-0.0287
6. México 0.00816 0.15315+-0.0273
7. US* 0.02204 0.02703+-0.0139
8. U.S** -0.00093 0.50450+-0.0562
9. U.S*** 0.02033 0.02703+-0.0194

Tabla 9. Comparacién pareada entre poblaciones de América. Se muestran los valores de
Fst comparando cada uno de los distintos grupos poblacionales de América con la poblacién
estudiada de Colombia con sus respectivos valores de p. Nivel de significancia = 0.0500.
U.S*= Caucasicos; U.S**= Hispdnicos; U.S***= Afro-Americanos82:83,

8.4.4.2 Analisis AMOVA en poblaciones de Colombia

Para los andlisis de AMOVA en las diferentes poblaciones colombianas se

tuvieron en cuenta las siguientes frecuencias alélicas (Tabla 10)84-91,
Afro- Afro-

Pacientes Dife_rentes PoblaFién Huila Suroccidente  Medellin Cali Colombianos Colombia_n'os &Tﬁ;ﬁgiﬁf s

HLA-B  SJSoNET Regiones* Colombiana** (n=200) (n=1230) (n=926) (n=59) Punta San Basilio Wayu

(n=18) (n=561) (n=981) Soldado de Palenque (n=48)

(n=74) (n=42)

B*07 0.0833 0.086 0.0663 0.0584 0.054 0.048 0.055 0.030 0.150 0.021
B*08 0.0278 0.022 0.0280 0.0357 0.028 0.030 0.014 0.022 0.125 -
B*14 0.0278 0.062 - 0.0682 0.054 0.003 0.042 0.007 0.124 -
B*15 0.1389 0.033 - 0.0617 0.062 0.006 0.098 0.171 0.200 0.260
B*18 0.0556 0.033 0.0729 0.0325 0.052 0.071 0.000 0.022 - -
B*27 0.0278 0.022 0.0199 0.0455 0.015 0.014 0.000 0.007 - 0.010
B*35 0.1389 0.227 0.1927 0.1558 0.177 0.178 0.083 0.074 0.175 0.184
B*38 0.0278 0.032 0.0341 0.0292 0.022 0.024 0.028 0.000 - -
B*39 0.0833 0.050 0.0561 0.0390 0.057 0.049 0.083 0.044 0.075 0.173
B*40 0.0833 0.077 - 0.0779 0.105 0.011 0.139 0.044 - 0.760
B*41 0.0278 0.006 0.0138 0.0357 0.016 0.014 0.014 0.007 - -
B*44 0.1667 0.111 0.0770 0.1039 0.095 0.091 0.070 0.097 0.050 0.010
B*45 0.0278 0.014 0.0112 0.0130 0.015 0.011 0.083 0.044 - -
B*48 0.0278 0.025 0.0224 0.0357 0.014 0.006 0.055 0.060 - -
B*51 0.0278 0.080 0.1315 0.0779 0.068 0.064 0.125 0.015 0.087 0.173
B*53 0.0278 0.003 0.0127 0.0130 0.028 0.021 0.014 0.150 0.050 0.021

Tabla 10. Frecuencias Alélicas locus HLA-B en diferentes poblaciones colombianas.
Frecuencias alélicas para HLA-B hallados para poblacidn colombiana de pacientes S]JS o NET
comparados con otras poblaciones colombianas849l. Diferentes Regiones*= Tomado de
estudio de Arias-Murillo, 2010. Poblacién Colombiana**= Tomado de estudio de Ossa, 2007.

45



Genotipificacién de HLA-B en pacientes colombianos afectados por Maria Juliana Leén Ruiz
el Sindrome Stevens-Johnson y la Necrdlisis Epidérmica Téxica Universidad del Rosario

Y se usaron las siguientes etiquetas con el objetivo de marcar la poblaciones para el
analisis:

List of labels for population samples used below:

1 colombia Estudio
2 pDiferentes regiones
3 poblacion colombiana
4: Huila
e suroccidente
6: Medellin
7 cali
8 Afrocolombiana*
9: Afrocolombiana**
10: Amerindiocolombiana**
</pairDistPopLabels> <data>

El andlisis de comparacion pareada entre poblaciones estimo los valores de Fst
identificando la gran similitud entre la poblaciéon estudiada en el presente trabajo de
pacientes colombianos con SJS o NET con las distintas poblaciones colombianas; sin
embargo, se encontré6 mayor similitud con las poblaciones de Medellin y las Afro-
colombianos de San Basilio de Palenque. El valor mas alto de similitud se encontr6 con las
poblaciones estudiadas por Arias-Murillo (Fst= -0.00291), que incluyé a personas de
Bogotd, Cali, Barranquilla, Medellin, Villavicencio, Armenia, Bucaramanga y Neiva8* (Tabla
11).

Estudio
Poblaciones Colombianas Colombia Valor de p
SJS o NET

1. Estudio Colombia SJS o NET 0.00000 *

2. Diferentes regiones -0.00291 0.49550+-0.0610
3. Poblacion colombiana 0.01433 0.11712+-0.0194
4. Huila -0.01832 0.98198+-0.0096
5. Suroccidente -0.01120 0.95495+-0.0151
6. Medellin 0.00578 0.27027+-0.0235
7. Cali -0.01301 0.83784+-0.0334
8. Afrocolombiana* -0.01147 0.74775+-0.0408
9. Afrocolombiana** -0.00752 0.63063+-0.0591
10. Amerindio colombiana** 0.10932 0.00000+-0.0000

Tabla 11. Comparacion pareada entre poblaciones colombianas. Se muestran los valores
de Fst comparando cada una de las poblaciones colombianas con la poblacién estudiada de
Colombia pacientes con SJS o NET con sus respectivos valores de p. Nivel de significancia=
0.0500. Diferentes Regiones*= Tomado de estudio de Arias-Murillo, 2010. Poblacion
Colombiana**= Tomado de estudio de Ossa, 2007.
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9. DISCUSION

Desde la descripcidn original del SJS por parte de los médicos Stevens y Johnson en 1922 y
luego de la NET por Alan Lyell en 1956#1, durante décadas ha existido gran interés para
identificar la causa, la fisiopatologia y establecer un manejo adecuado de estas
enfermedades que son frecuentemente severas y, a veces, mortales.

En cuanto a la etiologia de estas patologias, hoy en dia se conoce que ésta se desencadena
principalmente por la ingesta de algin tipo de medicamento o por el contacto a sustancias
que ocasionan una reaccion aumentada que se presenta entre 1 a 3 semanas después de la
administracion del compuesto o la exposicion a la sustancia®2. Dado el sobrelapamiento
relativo de los fenotipos de SJS y NET, y la existencia incluso de un fenotipo intermedio, hoy
en dia se clasifican como pertenecientes a un mismo espectro, al cual se les denomina RAM
cutaneas severas10,3840,41,43,

Las RAM se dividieron inicialmente en dos grandes grupos (4 y B)4, el presente trabajo
estd centrado solamente en el estudio de las RAM del tipo B, fundamentalmente en las
alergias a medicamentos cutdneas severas (S]S, el fenotipo intermedio SJS/NET y NET).

Las RAM del tipo A (85-90%), son aquellas respuestas tanto normales como aumentadas,
pero no deseadas a cualquier firmaco, normalmente son dependientes de la dosis y
predecibles. Comprenden las respuestas terapéuticas desmesuradas en el lugar de accién
(por ejemplo, la hipoglicemia debida a una sulfonilurea), el efecto farmacolégico deseado
pero en otro lugar (por ejemplo, la cefalea debida a nitroglicerina) y los efectos
farmacolégicos secundarios (por ejemplo, la hipotensién ortostatica debida a
fenotiazinas)!4. Por otra parte, las RAM del tipo B (5-10%), no guardan relacion directa con
la acciones farmacoldgicas conocidas de los farmacos en cuestion, se deben habitualmente
a mecanismos inmunolégicos o farmacogenéticos y pueden o no tener relacién con la dosis
administradal4.

A su vez, las RAM del tipo B se clasifican en reacciones de hipersensibilidad con un
mecanismo inmunolégico involucrado o sin este mecanismo comprobado; dentro de este
sub-grupo se hallan las RAM cutaneas severas objeto del presente estudio (S]S, SJS/NET y
NET), se encuentran en el grupo de las reacciones de hipersensibilidad que son mediadas
por un mecanismo inmunolégico, que para el caso de estas, son las células T20.

Actualmente, se conocen mas de 220 medicamentos implicados en el desarrollo del SJS,
SJS/NET y NET; de estos, solo unos pocos son los mas comuUnmente involucrados:
Antibiéticos como sulfonamidas (particularmente trimetoprim/sulfametoxazol), p-
lactamicos, tetraciclinas y quinolonas (especialmente ciprofloxacino). Anticonvulsivantes
como fenitoina, fenobarbital, carbamazepina y lamotrigina. AINES particularmente los
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pertenecientes al grupo de los oxicams y otros medicamentos como nevirapina, abacavir o
allupurinol641.73,

Seguidamente al hallazgo de la presencia de SJS, SJS/NET y NET, asociadas a la
administracion de farmacos, los estudios han tratado de identificar los factores causales
que expliquen la relacion entre la administracion de diferentes tipos de medicamentos y las
manifestaciones clinicas de las RAM cutaneas severas. Se ha observado que al administrar
el farmaco, los pacientes en los que se desarrollaba la reaccién (S]JS, SJS/NET o NET) se
produce la muerte masiva de queratinocitos y células epiteliales de las mucosas; por lo que
se acordd, que esta manifestacion se lleva a cabo por una reaccién inmune no regulada
contra las células cutaneas, que las lleva a apoptosis144,

Posteriormente, al encontrar que la apoptosis masiva de queratinocitos se presenta en
pacientes con SJS, SJS/NET o NET, la mayoria de los estudios se enfocaron en el papel que
tienen las células T en el inicio de la reaccién inmune, sin dejar de lado la evidencia del
papel de otras células (monocitos, macréfagos y queratinocitos), las cuales tienen un rol
directo en la citotoxicidad o indirecto por la mediacién de citoquinas*l. Para el estudio del
papel de las células T en el desarrollo del SJS, SJS/NET y NET, se realizaron analisis de los
fluidos de las flictenas de pacientes con el fenotipo, los cuales mostraron, una alta
concentracion de células linfociticas con predominio del fenotipo CD8+, sugiriendo asi, que
la apoptosis podria ser iniciada por CTLs*>4993-95 Debido a estos hallazgos, de manera
consensuada se ha aceptado que las células T del tipo CD8+ juegan un papel central en el
desarrollo de SJS o NET.

Sin embargo, el debate no termino alli, seguidamente se buscé encontrar como se llevaba a
cabo la activacion de las células CTLs, para lo cual se establecié que dicha activacion se
produce a través de la restriccion del MHC?3. Aunque, es conocido que moléculas menores a
1 KDa no son inmunogénicas por si mismas, compuestos pequefios como los
medicamentos, son capaces de desencadenar una respuesta inmune por parte de las células
T17.2426-30_ Se piensa que la generaciéon de metabolitos de estas moléculas, inherentemente
mas reactivos que el compuesto original, son un componente esencial en el desarrollo de
las reacciones de hipersensibilidad a medicamentos®2.

Este proceso de bio-activaciéon de medicamentos, con la presencia de metabolitos
intermediarios o finales, se ha demostrado para farmacos como fenitoina, carbamazepina y
sulfametoxazol349296; sin embargo, se desconocia hasta ese momento el mecanismo por el
cual los metabolitos activos de estos medicamentos generaban una respuesta inmune;
motivo por el cual se plantearon los conceptos de hapteno y pro-hapteno, con el fin de
explicar la respuesta inmune mediada por células T, a través de la restriccion del MHC
posterior a la administraciéon un farmaco.
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El concepto del hapteno, se basa en que compuestos quimicamente reactivos se unen de
forma covalente a una molécula mas grande (proteina) que es posteriormente reconocida
por el sistema inmune?® y el concepto del pro-hapteno, tiene como fundamento el que
compuestos quimicamente no reactivos se metabolizan hacia compuestos reactivos, para
convertirse en haptenos3!l. Estos dos conceptos dieron una aproximacién inicial al
problema de la activacién de las células CTLs; sin embargo, esta propuesta de hapteno y
pro-hapteno fue posteriormente criticada debido a que se requiere de una gran cantidad de
metabolitos activos que reaccionen a nivel de la epidermis para que se produzca una
respuesta inmune aumentada*!.

Se sabe que la epidermis carece de vasos sanguineos, por lo que las células y todos los
nutrientes deben atravesar la barrera de la membrana basal de los capilares dérmicos y de
las uniones dermo-epidérmicas, y es precisamente por su alta reactividad que estos no
pueden transitar libres desde el torrente sanguineo hacia la epidermis*97. Del mismo
modo, a pesar de demostrar en multiples estudios que los queratinocitos pueden
metabolizar medicamentos y producir metabolitos activos de forma local, esta no es su
funcién principal por lo que las cantidades producidas de estos metabolitos no son las
suficientes para iniciar una respuesta inmune?’.

Recientemente, se tiene evidencia que medicamentos tales como SMX33, fenobarbital®8 y
lamotrigina® reaccionan con clones especificos de células T, en su forma original, y
unicamente lo hacen en ocasionales circunstancias con sus metabolitos reactivos*!. Tal
evidencia puede ser explicada por el concepto de la interacciéon farmacoldgica de los
medicamentos con receptores del sistema inmune (concepto p-i), el cual se basa en las
caracteristicas estructurales de los farmacos que les permiten la interaccién directa con las
células T, sin mediacion del hapteno2426,

Del mismo modo, con el concepto p-i se puede explicar el porque la mayoria de las RAM
cutaneas se recuperan con la suspension de la administracion del medicamento, esto
debido a que en esta teoria se presenta una asociacién labil del farmaco con el complejo
MHC, la cual puede ser interrumpida al detener la ingesta del medicamento y que seria
dificil de explicar, si el principal evento en la reaccién alérgica fuera la unién covalente a
proteinas debido a la vida media larga de estas (concepto del hapteno)3®.

Asi mismo, el concepto p-i puede dar una explicacién al compromiso predominante de la
piel en reacciones mediadas por células T como respuesta a la administracién sistémica de
medicamentos; esto se explica porque la piel posee una alta concentracién de células T de
memoria, las cuales actian como células guardianes que pueden ser rapidamente
estimuladas por antigenos, asi como una amplia red de células dendriticas que actiian como
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APC, expresando MHC y predestinando a la piel como el 6rgano a ser afectado por
reacciones de hipersensibilidad?3°.

Seguidamente, los estudios que intentaban dilucidar el mecanismo que lleva a la muerte
masiva de queratinocitos en pacientes con NET, sugirieron que esta ocurre como resultado
de la apoptosis, por lo que sumado al hallazgo de CTLs en la epidermis de pacientes con
NET se encontraron depoésitos abundantes de TNF-a, el cual se conoce que puede inducir
una sefial apoptotica en células blanco#4.

La apoptosis difiere de la necrosis en que la primera se lleva a cabo de una manera
ordenada, es un proceso activo y genéticamente controlado, el cual permite el desmontaje
celular sin inducir una respuesta inflamatoria*!44; mientras que la segunda se asocia con
una ausencia radical de las condiciones fisioldgicas, sea esta la hipoxia severa o isquemia,
entre otras*+.

Estudios con microscopio electrénico en pacientes con estadios tempranos de NET
demostraron cambios morfolégicos tipicos de las células cuando son generados por
apoptosis y al mismo tiempo, el andlisis del ADN mostré fragmentacion de este en
subunidades de 200 pares de bases, un efecto tipico de apoptosis sobre la molécula*.44,

Los efectores basicos de la apoptosis son usualmente las caspasas, una familia conservada
de cisteina proteasas las cuales se activan por la ligacién de los receptores de muerte de la
superficie celular, dentro de los que se encuentran el TNF-R y Fas®3. Ambas moléculas
actian a través de receptores de muerte de superficie celular, los cuales tienen un dominio
Unico transmembrana que es activado cuando el ligando redne las tres moléculas
receptoras (TNF-R, Fas y TRAIL-Rs (receptor del ligando inductor de apoptosis relacionado
con TNF)), atrayendo la proteina FADD, la cual posteriormente recluta y activa la caspasa 8,
la cual a su vez activa la cascada de caspasas que lleva a la apoptosis celular41.93,

Sin embargo, el rol de Fas-FasL en la via de activacién durante el SJS, SJS/NET o NET se
encuentra en duda, aunque Fas es una proteina de superficie la cual se expresa en
queratinocitos, la incertidumbre se encuentra sobre el origen de FasL*!. En 1998, Viard y
cols. demostraron la presencia de FasL en la superficie de los queratinocitos de pacientes
con NET por lo que formularon la hipétesis de la interacciéon directa en la superficie celular
entre Fas-FasL>.

Al mismo tiempo demostraron el aumento de las concentraciones de sFasL, en todos los
pacientes con NET, al evidenciar que los queratinocitos de pacientes con NET inducian
apoptosis en células sensibles a Fas (Jurkat)*152, Con este modelo se podrian explicar los
altos niveles de sFasL en los fluidos de las flictenas y en la sangre periférica de los pacientes
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con NET, el cual se podria originar por el clivaje desde la membrana de FasL por
metaloproteinasas*1>2,

No obstante, el papel de sFasL durante NET, estos hallazgos adn se encuentran en debate y
no deja de existir controversia sobre estos eventos, esto debido a que los estudios con
queratinocitos expuestos a los fluidos de las flictenas sin que estuvieran presentes células,
Unicamente los activados libres de células (ricos en sFasL), no se presentd la apoptosis
celular, por lo que se evidencia que la muerte celular mediada por células T no requiere de
la interacciéon entre Fas-FasL*l, proponiéndose que debe haber un mecanismo diferente
que explique la apoptosis.

Del mismo modo, Abe y cols. criticaron los estudios realizados por Viard y cols. debido a
que no les fue posible reproducir sus resultados y, por el contrario, hallaron que las PBMCs
producen el sFasL el cual se puede unir a la superficie de los queratinocitos, incluso
normales, y activar la cascada de caspasas, un fenémeno que es completamente bloqueado
por anticuerpos anti-FasL#1>3, Al mismo tiempo reportaron que el sFasL sérico también
puede estar elevado en otras enfermedades como hepatitis B, por ejemplo, por lo que si
bien, juega un papel importante en la patogénesis de S]JS o NET, otros factores también
pueden estar relacionados>4.

Independiente al mecanismo de apoptosis por via de los receptores de muerte celular, se
encuentra el mecanismo de dafio mitocondrial, el cual resulta de la perturbacion del
balance de proteinas pro y anti-apoptdéticas®3. Un ejemplo de estas proteinas pro-
apoptoticas son las granzimas, las cuales pertenecen a la familia de las serina proteasas y
son componentes importantes de los granulos de CTL y células NK?3. La exocitosis de los
granulos de la membrana de los CTLs libera al espacio comprendido entre el CTL y la célula
blanco la granzima y la perforina#!.

De las granzimas, la del tipo B es la mas abundante y potente en términos de apoptosis,
encontradose en niveles elevados en los fluidos de las flictenas de los pacientes con NET#8 e
induciendo la apoptosis por la via dependiente de caspasas (escindiendo a la proteina Bid)
o independiente de estas luego de que mon6émeros de perforina (expresada por CTLs) se
polimerizan dentro de la membrana de la célula blanco formando un poro*1.93, La perforina,
aumenta en estadios tempranos de la enfermedad soportando el papel que juegan las
células T en las RAM#1:48,

Mas recientemente, Chung y cols. en 2008 demostraron que la proteina granulisina tiene
una alta expresion en las células de las flictenas de los pacientes con SJS/NET; a su vez, esta
proteina juega un papel importante como molécula citotéxica mayor, pudiendo ser la
responsable de la amplia apoptosis de los queratinocitos en estos pacientes®0. La
granulisina es una proteina citolitica cationica, de 15kDa, secretada extracelularmente por
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CTLs y células NK; la cual no solo se comporta como una proteina citotéxica sino que
ademas sirve como molécula quimio-atrayente para linfocitos T, monocitos y otras células
inflamatorias, asi como activador pro-inflamatorio, lo que sugiere su papel crucial en la
inmunidad celular#1.9,

El alto nivel de granulisina en las lesiones de flictenas de la piel explica la escasa infiltracion
de las células mononucleares en la histopatologia del SJS o NET, lo que resulta en una
extensa necrosis epidérmica®>9,

Por otra parte, como se vio antes, la respuesta inmune mediada por células T que ocurre
luego de la administracion un fairmaco, es llevada a cabo a través de la restricciéon del MHC,
lo que podria explicar la dependencia étnica de estas reacciones, tal y como se ha mostrado
recientemente con los hallazgos de la asociacién entre el marcador genético, antigeno
leucocitario humano HLA-B*15:02 y el S]S inducido por carbamazepina en la poblacion de
chinos Han#142,

El MHC comprende una cohorte poligénica y polimérfica de genes involucrados en el
reconocimiento inmune. El locus del MHC en humanos se encuentra ubicado en el brazo
corto del cromosoma 6 (6p21.31), abarca una pequefia regiéon de 4Mb dentro de la cual sus
genes se encuentran organizados conforme a la estructura y propiedades inmunolégicas de
sus productos>>57. Basados en estas diferencias los genes se distribuyen en tres clases, los
de clase I y II corresponden a genes del HLA, mientras que los de clase III codifican
proteinas que no tienen relaciéon funcional con los genes del HLA y no actdan para
determinar histocompatibilidad o una respuesta inmunitaria>?.

Los genes de la clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C) codifican proteinas que son parte integrante
de la membrana plasmatica de todas las células nucleadas®7>%.60, Estos genes se encuentran
organizados de acuerdo a la estructura de sus productos; el primer exén codifica la
secuencia lider, los siguientes tres exones, codifican para los dominios externos de la
proteina (al, a2 y o3, respectivamente), el quinto exén, codifica el dominio
transmembrana y los dltimos exones, codifican juntos el dominio citoplasmico>7.

Los genes de la clase I muestran un gran nivel de polimorfismo el cual se presenta
principalmente en los exones 2 y 3, mas especificamente en la regién que codifica para los
residuos de aminoacidos del SRA, permitiendo una alta especificidad en la uni6on del
péptido®l. El exdén 4 es altamente conservado debido a que este codifica el dominio a3 que
es importante para dar el soporte estructural a la proteina®’. Sin embargo, los dominios a1l
y a2 unen mas que péptidos, algunos residuos estan en contacto directo con el af3-TCR
estableciendo las bases fundamentales de la restriccion del MHC®9.

52



Genotipificacién de HLA-B en pacientes colombianos afectados por Maria Juliana Leén Ruiz
el Sindrome Stevens-Johnson y la Necrdlisis Epidérmica Téxica Universidad del Rosario

Las proteinas del MHC de la clase I consisten en heterodimeros compuestos por una cadena
pesada (a) con tres dominios externos (al, a2 y a3) y una cadena liviana que aporta la
B2m>657. El gen P2m se halla fuera del MHC, en el cromosoma 15, posee cuatro exones y
codifica para una proteina de 12 kD, la cual tiene una doble funcién: sirve de transportador
hacia la superficie celular del heterodimero (a-f2m) y ayuda a expresar la funcién inmune
mediante la unién estable del péptido®°.

En general, las moléculas del MHC clase I se han convertido en un receptor con multiples
sitios de unidn los cuales interactiian con la proteina f32m, el péptido, el TCR-af3 y el CD8
con el fin de estimular una respuesta de células T citotoxicas®?. Es por esta razén y por la
importante asociacion observada en distintos estudios con las RAM cutaneas severas, que
el presente estudio se basa en el andlisis de los genes del MHC de la clase I, mas
especificamente en el gen HLA-B con el fin de encontrar variantes alélicas que puedan estar
relacionadas con el fenotipo (SJS, SJS/NET o NET) en la poblacién colombiana#2.6466,70,71,

Recientemente, se han reportado los alelos HLA-B*15:02, HLA-B*58:01 y HLA-B*57:01
como biomarcadores prometedores para discriminar pacientes con alto riesgo de
reacciones de hipersensibilidad a medicamentos tales como carbamazepina, alopurinol o
abacavir, respectivamente®3-65,

En el 2004 Chung y cols. encontraron una fuerte asociacién entre el alelo HLA-B*15:02 y el
fenotipo SJS causado por carbamazepina en la poblacién de chinos Han del oriente Asiatico,
por lo que fue considerado como el marcador de HLA mas importante asociado al
desarrollo de ese fenotipo en esa poblacién*2. Del mismo modo, la participacién del HLA-
B*15:02 también fue detectada en SJS 6 NET, causados por otros agentes
anticonvulsivantes aromaticos (como carbamazepina, fenitoina y lamotrigina), en
poblaciones de chinos Han de Hong Kong, poblacién Thai e hindies®7-6°. Sin embargo, esta
asociacién entre el alelo HLA-B*15:02 y el SJS o NET, inducido por carbamazepina, no fue
detectada en pacientes de otras poblaciones como Caucdasicos ni Japoneses!l63; esto se
explico por la baja frecuencia alélica en estas poblaciones y llevé a pensar que la expresion
deletérea estaria restringida a poblaciones con ancestria derivada del sureste asiatico>¢4.

Del mismo modo, se encontré asociacién con el alelo HLA-B*58:01 y el SJS 6 NET inducido
por el medicamento hipouricemiante alopurinol, en pacientes chinos Han de Taiwan, en
caucasicos y en japoneses®37071; asi como para el alelo HLA-B*57:01 y el sindrome de
hipersensibilidad producido tras la administracién del inhibidor de la transcriptasa inversa
abacavir en pacientes caucasicos®.

Sin embargo, a pesar de encontrar asociacién con los alelos HLA-B*58:01 y HLA-B*57:01 y

las RAM cutaneas severas inducidas por medicamentos como alopurinol y abacavir, esta

asociacion es mas fuerte en algunos grupos étnicos (HLA-B*58:01 en chinos de Taiwan y
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HLA-B*57:01 en caucasicos), lo que sugiere que al igual que otros alelos del HLA, estos no
se encuentran representados de igual manera en todas las poblaciones®465, y por lo tanto
aunque podrian ser considerados como biomarcadores para el desarrollo de las RAM
cutaneas severas secundarias a la administracion de alopurinol y abacavir su asociaciéon
estaria condicionada a diferencias étnicas®.

El presente estudio es hasta el momento el andlisis genético en Colombia con mas pacientes
en el que se revela una variedad de alelos de HLA-B en pacientes afectados por SJS,
SJS/NET o NET. No obstante, no se encontraron asociaciones estadisticamente significantes
entre alelos del gen B del HLA y las patologias de estudio (S]S, SJS/NET y NET), como si se
han informado en otras poblaciones#2.6367.69,100,

Los alelos mas frecuentes observados en el presente estudio fueron B*44:03, B*07:02,
B*40:02 y B*35:01, de los cuales el mas frecuente fue el B*44:03 con una frecuencia alélica
de 13.89% y cuyo valor de Fis (0.3289), cercano a uno, es una consecuencia de la
endogamia, que se explicaria por el hallazgo de un paciente en estado homocigoto para este
alelo (paciente M2); los valores de Fis para los otros alelos (B*07:02, B¥*40:02 y B*35:01) se
encuentran en un valor negativo, lo que indicaria un exceso de heterocigotos.

En general, no se encuentra ninguna asociacién entre los alelos del loci HLA-B y el fenotipo
de SJS, SJS/NET o NET (valor de p 0.6141) y al mirar el Fis en toda la poblacién, esta se
encuentra cercana a cero (0.0302) indicando que la poblacién se encuentra cercana al
equilibrio.

En el presente estudio se encontré que la paciente M18 (mujer de 18 afos de edad)
present6 una RAM cutdnea severa tipo NET, luego de la administracién de
Pirimetamina/Sulfadoxina para tratamiento de toxoplasmosis ocular, mientras se
encontraba en periodo de lactancia de su hijo de 1 afio de edad (M19) quien también
resulté afectado con una RAM cutdnea menos severa, del tipo SJS; esto se debe
seguramente al paso del medicamento a través de la leche materna.

La presentacién familiar de SJS/NET en los pacientes M18 y M19 es infrecuente, pero da
evidencia de la susceptibilidad genética entre la madre y el hijo a presentar el cuadro
clinico de manera secundaria a la administracién de un medicamento, tal y como se ha
evidenciado en casos de gemelos monocigotos en los que se observa una reaccion alérgica
muco-cutanea posterior a la administracién de carbamazepina*. Aunque en el caso
expuesto en el presente estudio se trata de una probable herencia materna (madre e hijo),
los cuales comparten la mitad del material genético, da evidencia para afirmar que se trata
de una patologia con herencia multifactorial, con un componente genético importante
(presumiblemente poligénico) y un componente ambiental que aunque menos importante
también puede jugar un rol en el desarrollo de la enfermedad.
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Aunque ambos pacientes comparten el alelo HLA-B*44:03 en estado heterocigoto, es
incierto proponer a este alelo como un factor de riesgo, puesto que los estudios de
poblaciones sanas que analizan los diferentes loci del HLA, con métodos de baja resolucioén,
han informado que el alelo HLA-B*44 (grupo de alelo sin diferenciar los subtipos de
proteinas especificas)®?, se encuentra en el 11.1% de la poblacién sana de Colombia84. Al
comparar esta frecuencia alélica con la del presente estudio, donde la frecuencia del HLA-
B*44:02 fue de 2.78% y la del HLA-B*44:03 en el 13.89%, la sumatoria de las dos
frecuencias alélicas alcanzaria 16.67%, una diferencia no significativa (valor de p 0.2905).

En la poblacién colombiana solo se han reportado estudios con un analisis de baja
resoluciéon para el loci HLA-B encontrandose una frecuencia baja para el alelo HLA-B*44
(rango entre: 0.070 - 0.111)8489 con respecto a la encontrada en el presente estudio
(0.1667). Sin embargo, no se puede hacer una adecuada comparaciéon puesto que estos
estudios difieren con respecto al nuestro en la resolucién del andlisis de los alelos, ademas
carecen de informacién relevante con respecto a las caracteristicas clinicas concernientes a
reacciones adversas cutaneas a medicamentos y al mismo tiempo se desconoce si estas
personas se encontraban bajo algiin tratamiento farmacoldgico especifico84-8°

Al considerar los medicamentos relacionados con el desarrollo del fenotipo, mas de la
mitad se asociaron con la administracion de anticonvulsivantes y antibidticos (36 y 26%
respectivamente); sin embargo, no se encontré una sobre-representacion de alelos
especificos que se puedan proponer como relacionados con un farmaco en particular,
excepto para Urtica doica, (5.56%) un compuesto de origen natural, cuyo genotipo fue
homocigoto para el alelo HLA-B*44:03 en el paciente M2.

La poblaciéon colombiana es genéticamente heterogénea, lo que es debido a la compleja
historia de mezcla y la participacion de ascendencia nativa Americana, Europea y
Africanal®l, A pesar de este mestizaje, la frecuencia del alelo HLA-B*15:02 en los pacientes
estudiados fue muy baja por lo que no se puede afirmar que este alelo sea representativo
como causa de RAM cutaneas severas en nuestra poblacion.

El andlisis de comparacién pareada entre poblaciones colombianas sanas estimo una gran
similitud entre la poblacion estudiada en el presente trabajo y las poblaciones estudiadas
por Arias-Murillo84 el cual incluy6 a personas de distintas ciudades de Colombia como
Bogotd, Cali, Barranquilla, Medellin, Villavicencio, Armenia, Bucaramanga y Neiva (Fst= -
0.00291, valor de p 0.49550), la cual es similar a nuestra poblacién en donde la mayoria de
nuestros pacientes también se encontraban en diferentes ciudades (Bogota D.C, Tolima,
Valle del Cauca, Caldas, Cesar, Meta y Narifio). Con respecto a la similitud entre otras
poblaciones de América se encontré la mayor de estas con la poblacién de hispanos en los
Estados unidos de América (Fst = -0.00093, valor de p 0.50450).
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De este modo, fenémenos moleculares, genéticos y fisioldgicos de la regiéon del HLA lo
hacen un sistema ejemplar en el estudio de la evolucién de genes que predisponen a una
enfermedad; sin embargo, la complejidad del sistema hace que sea un reto el entender la
accion y el modo de herencia de la predisposicion de una enfermedad que esta ligada a un
alelo o locus del HLA®1.

Las RAM cutaneas severas, al ser enfermedades complejas, no se escapan de ser entidades
en las cuales se encuentran involucradas en su fisiopatologia distintos genes, los cuales
pueden jugar roles diferentes en la susceptibilidad o en la causacién de la enfermedad.
Aunque variaciones de alelos en el locus HLA-B pueden estar involucrados en los
mecanismos de desarrollo de la enfermedad, estos muy seguramente no son la tinica causa
en todas las poblaciones humanas y se deben estudiar otros genes o factores relacionados
con la apoptosis o con moléculas co-estimuladoras que puedan estar involucradas en la
interaccion entre los metabolitos de medicamentos, las APC y las células T.

Se propone el estudio de genes como granulisina (GNLY), su producto, la proteina
granulisina es una molécula citotéxica mayor, responsable de la amplia apoptosis de
queratinocitos, la cual presenta una alta expresion en las células de flictenas de pacientes
con SJS o NET®0. Del mismo modo, se propone el estudio del gen del receptor de células T
(TRA y TRB) el cual reconoce antigenos extrafios que han sido procesados como péptidos
pequeiios y que se unen al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la superficie
de las células presentadoras de antigenos (APC) originando una reaccién de
hipersensibilidad?4.

Sin embargo, no es suficiente el estudio de las variantes de regiones codificantes de los
genes que se cree puedan estar relacionados en la fisiopatologia de la enfermedad; esto
debido a que es una patologia con una herencia compleja (herencia multifactorial) en la
cual se encuentran involucrados factores genéticos y ambientales, y a pesar de encontrar
en algunas poblaciones alelos susceptibles al desarrollo de la enfermedad posterior a la
administraciéon de medicamentos especificos, estos estan lejos de ser universales.

Si bien, se han identificado algunos factores genéticos involucrados el desarrollo de la
enfermedad, persisten preguntas sin respuesta, posiblemente esto debido a la interaccién
de genes de manera aditiva, donde probablemente habrdn genes mayores o de alta
penetrancia (por ejemplo HLA-B y/o GNLY) y otros de menor penetrancia (por ejemplo
TNF, IFNG, TRA o TRB) en la determinacidn del rasgo; por este motivo, se debe combinar el
estudio de variaciones en las regiones codificantes de los distintos genes involucrados con
estudios de expresion con el fin de probar los efectos de estas variantes en la expresion
génica.
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El estudio combinado de la genotipificacién y la expresion de los distintos genes
relacionados con esta patologia podra llevar a encontrar biomarcadores genéticos
universales, que estén presentes en todas las poblaciones y al alcance de la practica clinica
para la prediccion y el diagnoéstico eficaz de este tipo de enfermedades.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados anteriormente mencionados describen la primera genotipificacion del locus
HLA-B de alta resoluciéon en pacientes colombianos afectados por RAM cutdneas severas
secundarias a medicamentos. Nuestros hallazgos no revelan asociaciéon especifica con
alelos del locus HLA-B y los fenotipos SJS, SJS/NET o NET, lo que sugiere que otros factores
genéticos, epigenéticos o ambientales aun no reconocidos pueden estar jugando un papel
en la patogénesis de la enfermedad.
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11. PERSPECTIVAS

Aunque las variantes en el gen HLA pueden estar involucradas en el mecanismo de
desarrollo de RAM cutaneas severas estas no serian suficientes para explicar los casos de
SJS, SJS/NET o NET secundarios a la administraciéon de medicamentos o sustancias en todas
las poblaciones.

Se deben estudiar otros genes relacionados con la apoptosis o con moléculas co-
estimuladoras implicadas en la interaccidn entre las células presentadoras de antigenos y
las células T con el fin de encontrar biomarcadores genéticos universales para el desarrollo
de RAM cutdneas severas que puedan ser utilizados en la practica clinica.

La combinaciéon del biomarcador genético HLA con otros biomarcadores podria ser util
para predecir algunas de las RAM cutaneas severas.
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