ORIGINALES

e“ Localizador web
Articulo 63.556

Antigenos leucocitarios humanos A y B en pacientes

turcos con sarcoidosis

G. Celik?, E. Sen?, A.F. Ulger"‘, 0. Ozdemir-Kumbasar?, D. Alper®, A.H. Elhan®, H. Tutkak® y A. Cetinyiirek®

“Department of Pulmonary Disease and Tuberculosis. School of Medicine. Ankara University. Ankara.
®Department of Biostatistics. School of Medicine. Ankara University. Ankara.
‘Department of Immunology. School of Medicine. Ankara University. Ankara. Turquia.

OBJETIVO: En varios estudios se ha demostrado la existen-
cia de asociaciones entre los antigenos leucocitarios humanos
(HLA) y la sarcoidosis. El objetivo de nuestro estudio ha sido
la investigacion de estas asociaciones en pacientes turcos.

PACIENTES Y METODO: Se ha realizado la tipificacién HLA-
A, HLA-B, HLA-C y HLA-C en 83 pacientes con sarcoidosis
y en 250 controles sanos mediante un método de microlinfo-
citotoxicidad, con objeto de determinar la susceptibilidad
frente a la enfermedad.

RESULTADOS: Debido a la importante violacién del equili-
brio de Hardy-Weinberg en los loci HLA-C y HLA-DQBI1,
solo se utilizaron los resultados obtenidos en los demas loci
HLA. Aunque las frecuencias de los alelos HLA-A9, HLA-
B5 y HLA-BS fueron significativamente mayores en el gru-
po de pacientes que en el grupo control (cociente de posibili-
dades [CP] = 21,8, p = 0,015; CP = 9,34, p = 0,049; CP =
2,26, p = 0,031, respectivamente), ninguna de estas diferen-
cias mantuvo la significacion estadistica tras la aplicacion de
la correccién de Bonferroni. Los alelos HLA-A24, HLLA-A26
y HLA-B62 fueron significativamente menos frecuentes en
el grupo de pacientes que en el grupo de controles (CP =
0,48, p = 0,018; CP = 0,19, p = 0,003; CP = 0,11, p = 0,044,
respectivamente). Sin embargo, las diferencias tampoco fue-
ron estadisticamente significativas después de la correccién
de Bonferroni.

CONCLUSIONES: Estos resultados indican que los HLA
pueden desempenar una funcion significativa (con aumento
o reduccion del riesgo) en la patogenia de la sarcoidosis, asi
como en sus diferentes formas clinicas y en sus alteraciones
analiticas.
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Human Leukocyte Antigens A and B in Turkish
Patients With Sarcoidosis

OBJECTIVE: Associations between human leukocyte
antigens (HLA) and sarcoidosis have been reported in
several studies. We aimed to investigate these associations in
Turkish patients.

PATIENTS AND METHOD: We performed HLA-A, HLA-B,
HLA-C, and HLA-D typing in 83 patients with sarcoidosis
and in 250 healthy controls using a microlymphocytotoxicity
method to investigate genetic susceptibility to the disease.

REesuLTs: Because of significant violation of Hardy-
Weinberg equilibrium at HLA-C and HLA-DQB1 loci, only
results obtained at other HLA loci were used. Although HLA-
A9, HLA-BS, and HLLA-BS allele frequencies were significantly
higher in the patient group compared to the controls (odds
ratio [OR]= 21.8, P=.015; OR=9.34, P=.049; OR=2.26, P=.031,
respectively), none of the differences remained significant
after applying the Bonferroni correction. HLA-A24, HLA-
A26, and HLLA-B62 alleles were significantly less frequent in
the patient group compared to the controls (OR=0.48,
P=.018; OR=0.19, P=.003; OR= 0.11, P=.044, respectively).
However, the differences also failed to remain significant
after Bonferroni correction.

ConNcLUSIONS: These results suggest that both HLA may
play significant roles (either increasing or reducing risk) in
the pathogenesis of sarcoidosis and in its distinct clinical
forms and laboratory findings.

Key words: HLA antigens. Sarcoidosis. Turkish patients.

Introduccion

La sarcoidosis es una enfermedad sistémica de etio-
logia desconocida caracterizada por la observacion his-
topatoldgica de granulomas no caseificantes y de diver-
sas alteraciones inmunitarias'?. Aunque no se ha
establecido la etiologia de la enfermedad, se han postu-
lado factores infecciosos y ambientales basados en fac-
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tores inmunogenéticos. Uno de los factores genéticos de
la enfermedad se ha determinado a través del andlisis de
los genes del complejo principal de histocompatibili-
dad, especialmente de los antigenos leucocitarios huma-
nos (HLA)®. Numerosos investigadores han evaluado
las frecuencias de los HLA en los pacientes con sarcoi-
dosis con el objetivo de descubrir los mecanismos in-
munogenéticos que intervienen en la patogenia de dicha
enfermedad. Ademas, se han determinado las asociacio-
nes HLA en pacientes con sarcoidosis pertenecientes a
diversos grupos étnicos*. Debido a que la fisiopatologia
de la sarcoidosis incluye posiblemente el reconocimien-
to, procesamiento y presentacioén antigénicos, los inves-
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tigadores han evaluado las asociaciones con los genes
relacionados con el complejo HLAS. Se ha demostrado
que en los grupos de poblacién de raza blanca la sarcoi-
dosis estd relacionada con los genes HLA-DR3, HLA-
DR5 y HLA-DRG6%°. En varios estudios efectuados en
pacientes con sarcoidosis de razas blanca y distintas de
la blanca pertenecientes a diversos grupos étnicos se ha
observado una asociacion con los HLA-B8, HLA-B13,
HLA-B5, HLA-B7, HLA-B35 y HLA-A9'. El objetivo
de nuestro estudio ha sido la investigacion de la asocia-
cién entre los HLA y la sarcoidosis en pacientes turcos.

Pacientes y métodos
Pacientes y controles

En el estudio participaron 83 pacientes con sarcoidosis. El
diagnéstico de la sarcoidosis qued$ confirmado por los ha-
llazgos histopatoldgicos definitorios en las biopsias de pul-
moén, con o sin biopsias de otros érganos, y todos los pacien-
tes mostraron las caracteristicas clinicas apropiadas de la
sarcoidosis. En el estudio participaron como controles 250
personas sanas sin antecedentes de sarcoidosis ni de otras en-
fermedades pulmonares. Los pacientes y los controles perte-
necian al mismo grupo étnico y no mostraban ningtn tipo de
relacion familiar entre si.

En el grupo de pacientes participaron 21 varones y 62 mu-
jeres. La edad media (£ desviacion estdndar) de los pacientes
en el momento del diagnéstico fue de 41,4 + 13,8 afios (ran-
go: 14-70 afios). En el momento del diagndstico, la distribu-
cion de los estadios determinados en la radiografia de térax
fue la siguiente: un paciente en estadio O (radiografia normal),
29 pacientes en estadio I (linfadenopatia hiliar bilateral), 45
pacientes en estadio II (linfadenopatia hiliar bilateral con in-
filtracién parenquimatosa), 7 pacientes en estadio III (infiltra-
cién parenquimatosa sin linfadenopatia hiliar) y un paciente
en estadio IV (fibrosis avanzada con bullas y quistes). Se de-
tecté afectacién extrapulmonar por la sarcoidosis en 33 pa-
cientes (39,8%). La prueba cutdnea de la tuberculina se reali-
z6 mediante la aplicacion de 5 unidades de tuberculina del
derivado proteico purificado mediante la prueba de Mantoux.
El resultado de la prueba cutdnea de la tuberculina se conside-
ré positivo si la induracién fue mayor de 15 mm en los pa-
cientes vacunados contra la tuberculosis y mayor de 10 mm
en los no vacunados'!. Se observé positividad en esta prueba
en 14 pacientes (16,9%).

Tipificacion HLA

La tipificacion HLA en muestras de sangre periférica de los
pacientes y los controles se realiz6 mediante una técnica es-
tdndar de microlinfocitotoxicidad descrita previamente'?. Para
la tipificacion HLA se utiliz6 el sistema de andlisis Biologis-
che Analysensystem GmbH (Alemania; Histo tray A, B, C 72
y Histo tray DR 72).

Andlisis estadistico

Los resultados se evaluaron mediante las pruebas de la % o
exacta de Fischer en los casos en los que fue apropiado. La
correccién de Bonferroni se aplic6 para el control del nimero
de comparaciones. Se calcularon las odds ratio y sus interva-
los de confianza del 95% para determinar el nimero de veces
que fue mayor el riesgo de desarrollar sarcoidosis en los pa-
cientes, en comparacion con los controles'. La prueba del co-
ciente de probabilidad (estadistico G) se utilizé para evaluar
el grado de concordancia entre los genotipos observados y los
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esperados segtin el equilibrio de Hardy-Weinberg!+!>. El para-
metro delta (A) de desequilibrio de relacién genética se calcu-
16 para determinar si las frecuencias de los alelos de 2 loci di-
ferentes eran independientes entre si. Los valores de p
inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significati-
vos. Los andlisis se realizaron mediante los programas infor-
maticos SPSS (versioén 11.5) y POPGENE (version 1.32).

Resultados

Dada la importante violacién del equilibrio de Hardy-
Weinberg en los loci HLA-C y HLA-DQBI, con la con-
siguiente falta relativa de fiabilidad de la tipificacién se-
rolégica en estos loci, s6lo se utilizaron los resultados
obtenidos en otros loci HLA. Los loci HLA-A y HLA-B
mantuvieron el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Se detect6 un total de 22 alelos HLA-A y de 34 ale-
los HLA-B. Con respecto a los alelos HLA-A, los mds
frecuentes en el grupo control fueron los HLA-A2,
HLA-A24 y HLA-A21 (el 41,2, el 31,6 y el 21,2%, res-
pectivamente), mientras que en el grupo de pacientes
los mas frecuentes fueron los HLA-A2, HLA-A3 y
HLA-AT1 (el 41,0, el 24,1 y el 21,7%, respectivamente).
En el grupo control y en el grupo de pacientes los alelos
HLA-B mids frecuentes fueron HLA-B35, HLA-B51 y
HLA-B44 (el 39,2, el 27,2 y el 12,4%, respectivamente,
y el 30,1, el 20,5 y el 20,5%, respectivamente).

Las frecuencias de los alelos HLA-A9, HLA-BS y
HLA-BS8 fueron significativamente mayores en los pa-
cientes que en los controles. Tras la correccién de Bon-
ferroni ninguno de ellos alcanzé significacién estadisti-
ca. Por otra parte, las frecuencias de los alelos
HLA-A24, HLA-A26 y HLA-B62 fueron significativa-
mente menores en los pacientes que en los controles. Sin
embargo, tras la correccién de Bonferroni tampoco al-
canz? significacion estadistica ninguno de ellos (tabla I).

La frecuencia del alelo HLA-A26 fue significativa-
mente mayor en los pacientes con positividad en la
prueba cutdnea de la tuberculina (n = 3; 21,4%) que en
los que habian presentado negatividad en esta prueba
(0,0%) (p = 0,0004).

Ninguno de los HLA alcanz6 la significacién estadis-
tica en los pacientes que sélo mostraron afeccién pul-
monar, en comparacion con los pacientes que mostraron
afeccién pulmonar y extrapulmonar.

La frecuencia de distribucién en los loci HLA-A y
HLA-B demostr6 que la muestra del grupo control per-
manecia en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) para
cada locus (HLA-A: G*> = 179,3, grados de libertad =
190, p = 0,70; HLA-B: G* = 270,8, grados de libertad =

TABLA I
Frecuencias de los antigenos leucocitarios humanos (HLA)
mas significativos

HLA | Pacientes (n = 83) | Controles (n = 250) | OR (IC del 95%) P

A9 3 (3,6%) 0 (0%) 21,8 (1,1-426,2) 0,015
A2 15(18,1%) 79 (31,6%) 0,48 (0,26-0,89) 0,018
A26 3 (3,6%) 41 (16,4%) 0,19 (0,06-0,64) 0,003
B5 3 (3,6%) 1 (0,4%) 9,34 (1,00-91,0) 0,049
BS  13(15,7%) 19 (7,6%) 2,26 (1,1-4,8) 0,031
B62 0 (0%) 13 (5,2%) 0,11 (0,01-1,8) 0,044

IC: intervalo de confianza; OR: odds ratio.
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TABLA II
Desequilibrio de relacién genética del antigeno leucocitario
humano en los pacientes, para p < 0,01

Pacientes A x? p

A26-B37 0,0069 7,21 0,0072

A32-B41 0,0071 9,65 0,0019
TABLA III

Desequilibrio de relacion genética del antigeno leucocitario
humano en los controles, para p < 0,01

Controles A x: p

A26-B38 0,0102 7,89 0,0050
A33-B17 0,0011 11,20 0,0008
A66-B5 0,0011 11,20 0,0008
A69-B37 0,0011 6,91 0,0086

325, p = 0,99). La homocigosidad observada no mostré
fluctuaciones significativas en comparacién con los va-
lores esperados en los loci HLA-A y HLA-B.

Las parejas HLA-A26-B37 y HLA-A32-B41 mostra-
ron un desequilibrio de ligamento (LD) de empareja-
miento de 2 loci significativo en los pacientes (tabla II).
Sin embargo, en los controles mostraron un LD de em-
parejamiento de 2 loci significativo las parejas HLA-
A26-B38, HLA-A33-B17, HLA-A66-B5 y HLA-A69-
B37 (tabla III).

Discusion

Se considera que la sarcoidosis se debe a una combi-
nacién compleja de factores ambientales y genéticos.
Para determinar las caracteristicas inmunolégicas y ge-
néticas de la sarcoidosis, durante los 2 ultimos decenios
se ha investigado la relacion entre esta enfermedad y los
HLA. Se han efectuado numerosas publicaciones acerca
de la asociacién entre los HLA y la sarcoidosis en dife-
rentes grupos de poblacién'®!¢?7, A pesar de que la exis-
tencia de una asociacion clara entre los HLA y la sar-
coidosis es un tema todavia controvertido, hay no
obstante un acuerdo general acerca de que algunos ge-
nes HLA estdn relacionados con diversas variaciones
fenotipicas de la enfermedad!®.

En nuestro grupo control, los alelos HLA-A2, HLA-
A24, HLA-A1 y los alelos HLA-B35, HLA-BSly
HLA-B44 fueron los més frecuentes de los alelos HLA-
Ay HLA-B, respectivamente. Uyar et al*® obtuvieron
estos mismos resultados en un estudio efectuado en
una muestra de mayor tamafio.

En los estudios previos efectuados respecto a la rela-
cién entre la sarcoidosis y los HLA se han obtenido re-
sultados variables. Se ha observado que la asociacion
mads frecuente en las personas de raza blanca es la exis-
tente entre el alelo HLA-BS y la sarcoidosis®!"1°.

El nimero de estudios publicados acerca de la expre-
sién de los HLA en los pacientes turcos con sarcoidosis
es limitado. Akokan et al* demostraron una frecuencia
significativamente mayor de los alelos HLA-A9 y
HLA-BS en los pacientes que en los controles. Sin em-
bargo, en este estudio el nimero de pacientes fue muy
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pequefio y no se aplicé la correccién de Bonferroni para
controlar el nimero de comparaciones. Asi, no se han
obtenido conclusiones claras respecto a los tipos HLA
en los pacientes turcos con sarcoidosis. A pesar de que
la poblacién turca tiene diferentes origenes étnicos, se
ha sefialado que todos estos grupos étnicos comparten
un ancestro comun, lo que implica perfiles HLA simila-
res*. En nuestro estudio se ha observado una frecuencia
de los alelos HLA-A9 y HLA-BS similar a la determi-
nada en el estudio de Akokan et al®. Ademds, la fre-
cuencia del alelo HLA-B8 también fue mayor en los pa-
cientes. Por otra parte, en nuestro estudio se demostr6
una asociacién negativa entre los alelos HLA-A24,
HLA-A26 y HLA-B62 y la sarcoidosis.

En grupos de poblacién alemanes se ha observado la
asociacién entre la sarcoidosis y el alelo HLA-DR5®. En
pacientes japoneses con sarcoidosis se ha sefialado una
frecuencia significativamente mayor del alelo HLA-
DRw524!°, Ademds, en los pacientes japoneses con sar-
coidosis también se han observado frecuencias mayores
de los alelos HLA-A1, HLA-B7, HLA-Bw46, HLA-
Cwo6, HLA-Cx46, HLA-DRw8 y HLA-DRw9'*%’. Tam-
bién se ha demostrado una frecuencia significativamente
mayor del alelo HLA-DR7 en pacientes estadouniden-
ses con sarcoidosis, mientras que en pacientes ingleses
ha sido mayor la frecuencia del alelo HLA-Cw7%. Asi-
mismo se ha demostrado la asociacién entre el alelo
HLA-B7 y la sarcoidosis en pacientes de origen escan-
dinavo®. En pacientes de India con sarcoidosis se ha
observado una asociaciéon HLA de clase I con el alelo
HLA-B22%,

Se ha sefialado que el alelo HLA-BS8 se asocia a la
sarcoidosis®'. En pacientes europeos de raza blanca, el
alelo HLA-BS presenta desequilibrio de relacion genéti-
ca con el alelo HLA-Cw7'. En nuestro estudio se de-
muestra que en el grupo de pacientes los alelos HLA-
A26-B37 y HLA-A32-B41 muestran desequilibrio de
relacién genética.

Persson et al*? observaron que la frecuencia del alelo
HLA-B7 era mayor en los pacientes con positividad en
la prueba cutanea de la tuberculina, en comparacién con
los pacientes con negatividad en esta prueba. Sin em-
bargo, en nuestro estudio el alelo HLA-A26 presentd
una frecuencia mayor en los pacientes con positividad
en la prueba cutdnea de la tuberculina que en los pa-
cientes con negatividad en dicha prueba.

En varios estudios, las asociaciones entre la afecta-
cién extrapulmonar por la sarcoidosis y los HLA en dis-
tintos grupos de poblacién han sido las siguientes:
HLA-B8/HLA-Alcon artritis y eritema nudoso®!73334,
HLA-B8 y HLA-DR3 con artritis!”?23* y HLA-Al
con uveitis'’. En nuestro estudio no fue posible efectuar
el andlisis estadistico respecto a cada localizacién extra-
pulmonar de la sarcoidosis debido al pequefio nimero
de pacientes con los mismos patrones de afectacién. Al
efectuar la comparacién entre los pacientes que presen-
taban afectacion extrapulmonar y los que sélo mostra-
ban afectacién pulmonar se observé que ninguno de los
HLA presentaba significacion estadistica.

En nuestro estudio se observé una asociacién positi-
va con los alelos HLA-A9, HLA-BS5 y HLA-BS8, asi
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como una asociacion negativa con los alelos HLA-A24,
HLA-A26 y HLA-AG62 en los pacientes turcos con sar-
coidosis. Sin embargo, estas asociaciones no fueron es-
tadisticamente significativas tras la correcciéon de Bon-
ferroni.

Los resultados del presente estudio subrayan la nece-

sidad de realizar otros en un nimero mayor de pacientes
con objeto de determinar la asociacion entre la expresion
de los HLA y la afectacién pulmonar, extrapulmonar o
ambas en los pacientes turcos con sarcoidosis.
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