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If you can't explain it simply, you don't understand it well

enough.
(Si no puedes explicarlo con sencillez, no lo comprendes lo suficiente)

-Albert Einstein
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ABREVIATURAS






AA: Alopecia areata.
AAA: Alopecia areata autoinmune.
ABP: Proteina ligadora de ATP (del inglés ATP binding protein).

ACOXL: Proteina de tipo acil-coenzima A oxidasa (del inglés Acyl-

coenzime A oxydase-like protein).
ADN: Acido desoxirribonucleico.

APC: Célula presentadora de antigeno (del inglés Antigen presenting

cell).
BC2L11: Bcl2-likell.

CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (del inglés

Calcitonin gene related peptide).

CLIP: Cadena peptidica invariante asociada a clase Il (del inglés Class

ll-associated invariant chain peptide).

CRH: Hormona liberadora de corticotropina (del inglés Corticotropin-

releasing hormone).
DM: Diabetes mellitus.

ERAAP: Aminopeptidasa del reticulo endoplasméatico asociada al
procesamiento de antigeno (del inglés Endoplasmic reticulum aminopeptidase

associated with antigen processing).

GARP: Repeticiones de glicoproteina-A predominantes (del inglés

Glycoprotein-A repetitions predominant).

GWAS: Estudio de asociacién de genoma completo (del inglés genome-
wide association study)

HLA: Antigeno leucocitario humano (del inglés Human leucocyte

antigen).
IL: Interleucina.

ILC: Célula linfoide innata (del inglés Innate lymphoid cell).



IFN: Interferdn.

ISALT: Tejido linfoide asociado a la piel inducible (del inglés inducible

skin-associated lymphoid tissue).
JAK: Janus kinasa o Janus quinasa.

KIR: Receptor tipo inmunoglobulina de células NK (del inglés Killer cell

immunoglobulin-like receptor).

KLR: Receptor de tipo lectina de los linfocitos NK (del inglés Killer cell

lectin-like receptor).

MALT: Tejido linfoide asociado a mucosa (del inglés Mucose-associated

lymphoid tissue).

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés Major

histocompatibility complex).
MICA: Tipo MHC de clase | A (del inglés MHC Class I-like A).

NCR: Receptor de citotoxicidad natural (del inglés Natural cytotoxicity

receptor).
NGF: Factor de crecimiento nervioso (del inglés Neural growth factor).
NK: Asesina natural (del inglés Natural killer).
NKG2D: Receptor de Asesina natural (Natural Killer) de grupo 2D.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain

reaction).
RE: Reticulo endoplasmatico.

SALT: Tejido linfoide asociado a la piel (del inglés Skin-associated
lymphoid tissue).

SH2B3: Proteina 3 adaptadora SH2B.

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido (del inglés Single nucleotide
polymorphism).



STAT: Transductor de sefales y activador de la transcripcion (del inglés

Signal transducer and activator of transcription).
STR: Repeticion corta en tandem (del inglés Short tandem repeat).

TAP (1y 2): Transportador asociado al procesamiento de antigeno (del

inglés Transporter associated with antigen proccessing).
TCR: Receptor de célula T (del inglés T cell receptor).
TLR: Receptor de tipo Toll (del inglés Toll-like receptor).
TNF: Factor de necrosis tumoral (del inglés Tumoral necrotic factor).

TRH: Hormona liberadora de tirotropina (del inglés Thyrotropin-releasing

hormone).

TSH: Tirotropina, hormona estimulante del tiroides (del inglés Thyroid-

stymulating hormone).

ULBP: UL16 binding protein, ligando de NKG2D.






RESUMEN






Alopecia areata es una enfermedad consistente en una caida del cabello
en zonas discretas del cuero cabelludo; que a veces se extiende por todo este
o incluso por todo el cuerpo. Se ha descrito una relacion de esta enfermedad
tanto con el estrés como con el sistema inmunitario, considerandose una

enfermedad autoinmune.

En esta dolencia, el ciclo capilar se interrumpe terminando
prematuramente la fase anagena (de crecimiento) y entrando prematuramente
en fase catagena (pausa del crecimiento). Esto se debe a una pérdida del
privilegio inmune en los queratinocitos del foliculo piloso, donde normalmente
hay una expresion reducida de HLA mientras que en la alopecia areata se
suele encontrar un infiltrado de células NK y un aumento de la expresion de la

molécula senalizadora de estrés MICA.

Se ha establecido la relacion genética entre algunas variantes de la
molécula MICA y esta enfermedad; mediante un estudio de asociacion de
genoma completo o GWAS. Este estudio, sin embargo, solamente incluia

mutaciones puntuales y no variaciones de longitud en fragmentos de repeticion.

La molécula MICA incluye una secuencia de aminoacidos de longitud
variable (por una repeticién en tAindem corta o STR en el gen) en su region
transmembrana. Este estudio intenta determinar si dicho polimorfismo esta
relacionado con la susceptibilidad a alopecia areata en nuestra poblacién de

estudio, de pacientes del area de Granada.

Para empezar determinamos, mediante analisis de fragmentos de
longitud variable, el alelo del gen MICA en pacientes y controles respecto a su
STR. Junto a esta determinacion, realizamos un tipaje de | gen HLA-B
mediante la técnica SSO (oligonucledtidos de cadena simple), ya que ambos
genes estan estrechamente ligados y se han descrito multiples interacciones de
HLA-B con alopecia areata.

El enfoque del estudio consistio en buscar relaciéon de los alelos
individuales de MICA con la enfermedad y de los distintos genotipos MICA, asi
como de los alelos de HLA-B presentes. También se realiz6 un estudio de
ligamiento entre cada alelo MICA con cada alelo HLA-B presentes en nuestros
pacientes.



Nuestro principal hallazgo es una funcion protectora del alelo MICA*A9
frente a alopecia areata. Esto no se correspondié con ninguna relacion entre
genotipos MICA y la enfermedad. Por otro lado, no se hallo relacion de

MICA*A6 con alopecia areata, descrita previamente.

De entre los alelos de HLA-B, solo HLA-B14 se mostro como un factor
de riesgo para la aparicion de alopecia areata; relacion nunca descrita antes,
por otro lado. Ningun alelo en desequilibrio de ligamiento con MICA*A9 mostro
relacion con la enfermedad. Este alelo se ha mostrado relacionado (a veces
como factor de riesgo y otras como factor de proteccion) con otras
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario y con el desarrollo de

algunas neoplasias.

Hay que sefialar que HLA-B14 se hall6 muy cerca de mostrar un
desequilibrio de ligamiento con MICA*A6 (de hecho habria resultado altamente
significativo de no haber aplicado la correccion de Bonferroni para las 100
comparaciones de 5 alelos MICA con 20 alelos HLA-B, lo que nos obliga a ser
mucho mas exigentes). Aungue este resultado no demuestra dicha relacion, si
gue ilustra los riesgos de no estudiar juntos estos genes, ya que de haber
resultado significativo habria puesto en tela de juicio el resultado del estudio
gue describio la relacién de MICA*A6 con alopecia areata al poder explicarlo
como una interferencia de la influencia de HLA-B14 y su desequilibrio de

ligamiento con el alelo MICA en cuestion.
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1 Clinica de la alopecia areata

1.1 Historia de la alopecia areata

La alopecia areata se conoce desde la antigiedad [4]. Esta enfermedad
fue descrita por primera vez por Cornelio Celso en el afio 30 después de Cristo.
Junto a la alopecia total, que decia que causaba calvicie completa a pacientes
de cualquier edad, describié la “ofiasis” (“serpiente”), en la que la regién
alopécica “serpenteaba” por el cuero cabelludo de los pacientes (solamente
nifos, segun él). Esta enfermedad ha sido conocida por muchos nhombres a lo
largo de la historia, entre ellos “area celsi” en honor a Celso, hasta que se uso6
por primera vez el término “alopecia areata” en la Nosologica Medica de

Sauvages [5].

La causa de la alopecia areata se lleva
debatiendo desde principios del siglo XIX. A
mediados del siglo XX surgieron dos hipétesis
principales: la infeccidén parasitaria [6] y el desorden

nervioso [7].

El origen parasitario de la enfermedad parecia

estar apoyado por la lenta manera de expansién de
los parches alopécicos, parecida a la de una
infeccion local; pero mas aun por las aparentes

epidemias de alopecia areata descritas en escuelas y

Figura 1: Cornelio
Celso. Retrato de Pierre Roch
Vigneron

orfanatos [8-10]. Sin embargo, no se consiguio aislar
un microorganismo que la causara en ninguno de los

intentos realizados por Sabouraud [11], Ormsby [12] o Ikeda [13].

La hipétesis trofoneurdtica, neurotréfica o neuropatica, por otro lado,
pronto se convirtié en la méas popular entre la comunidad cientifica, siendo
defendida todavia por muchos dermatélogos, ya que es dificil probar la realidad
o no de dicha hipoétesis. Su principal respaldo son los episodios de estrés
asociado con su aparicion, incluyendo el estrés fisico y los traumas descritos
por Kingsbury [14] y Sequeira [15], y también se supuso que influia el estrés
emocional. En 1886, Joseph intenté demostrarlo cortando terminaciones

13



nerviosas en la piel de gatos, induciendo asi parches sin pelo y atrayendo un
gran respaldo a esta hipotesis, aunque luego se sugirié que la pérdida de pelo

se debia a que los gatos se rascaban mas en esas zonas [16].

En 1902, Jacquet sugirié que las infecciones y los defectos dentales
irritaban los nervios originando alopecia areata [17]. Esto fue aparentemente
confirmado en 1909 por Decelle [18], aunque un afio mas tarde Baily mostro
gue las enfermedades dentales tenian la misma frecuencia en pacientes de
alopecia areata que en la poblacion sana [19]. En 1939, Kinnear relacioné de la

misma manera el cansancio ocular con esta enfermedad [20].

Cuando, en 1913, Sabouraud mostro la asociacion de alopecia areata
con desoérdenes de glandulas endocrinas (principalmente el tiroides) [21], se
empezo a postular una disfuncion hormonal como posible causa, siendo esta

hipotesis la nueva rival de la trofoneurdética.

Los pacientes de alopecia areata estaban sometidos a la presiéon social
de una enfermedad que, a primera vista, se podia confundir con tifia o sifilis,
gue hasta la llegada de los antibioticos era una enfermedad muy contagiosa y
extendida y, en sus primeras manifestaciones, se muestra muy similar a la
alopecia areata, como describieron Ormsby [12] y Roxburgh [22]. Este ultimo
también describid afectacién ungueal en el caso de la sifilis. Savill habia
descrito, ademas, como esta enfermedad causaba alopecia areata por el estrés
provocado y su posible efecto sobre el sistema endocrino [23], lo que
contribuyé al estigma social de los pacientes de esta alopecia denunciado por

Ormsby.

En 1912, Adamson atribuy6 la alopecia areata a un toxico desconocido
[24], lo que dio pie a una nueva hipotesis sobre el origen de la enfermedad,
apoyada por los casos de remisién y recaida y su patréon de aparicion por el
cuerpo simultaneamente. Mostrd que el veneno para ratas (acetato talico)
provocaba en éstas una pérdida de pelo similar a la alopecia areata, hasta el
punto de mostrar pelos en signo de admiracion (un criterio de diagnéstico de
ésta). Esta hipétesis fue respaldada por Dixon en 1927 [25], Ormsby en 1948
[12] y Roxburgh en 1950 [22] (este ultimo fue el que describio los pelos en
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signo de admiracion en las ratas); pero nunca recibié mucho apoyo y hace

tiempo que no es respaldada por la comunidad cientifica.

En la actualidad se cree que el origen de la alopecia areata es
autoinmunitario. Aunque el hallazgo de células inflamatorias se remonta a 1891
(por parte de Giovannini) [26], hasta 1958 no propuso Rothman esta hipotesis
por primera vez, en la discusion de un articulo de Van Scott [27]. Desde
entonces, la evidencia a su favor se va acumulando cada vez mas; aunque, en
vez de hallarse autoanticuerpos, todo apunta a la pérdida del inmunoprivilegio
del foliculo [28], y esta tesis se centra en el estudio de la respuesta inmunitaria

en el foliculo piloso durante esta enfermedad.
1.2 Epidemiologia

Esta enfermedad afecta a pacientes de todos los grupos de edad,
aunque principalmente aparece antes de los 30 afios [29]. La distribucién entre
géneros es igual, y también afecta a distintas etnias [30]. La prevalencia total
es de aproximadamente 1/1000, con un riesgo a lo largo de toda la vida del 2%
[30].

Los desencadenantes asociados a esta enfermedad son muy variados,
como se vio antes. El estrés psicolégico (tanto a largo plazo como tras un
shock repentino) [31], trauma fisico (a veces lesiones en la piel, pero también
se ha asociado a golpes en la cabeza) [4], infeccidn viral o bacteriana [32],
exposicién a productos quimicos o tratamientos biolégicos [33, 34], alergias
[35], predisposicién genética [36, 37], hormonas del embarazo (se ha descrito
el inicio de la enfermedad o recuperacién temporal al final del embarazo, con
cambios similares también en la pubertad y la menopausia) [38] o incluso
cambios estacionales (caida del pelo mas intensa en invierno y leve

recuperacion en verano) [39].
1.3 Manifestaciones clinicas

Las lesiones caracteristicas de esta enfermedad son zonas alopécicas
circulares y lisas, bien delimitadas salvo en la variante difusa, y a veces
enrojecidas. En algunos casos se produce una fusion de estas zonas a lo largo

de la zona occipital, lo que se conoce como ofiasis [40]. Cuando se produce el
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patron inverso, en el area frontal, recibe el nombre de “sisaifo” (“ofiasis”
invertido) [41]. En algunas ocasiones se presentan fuera del cuero cabelludo,
aunque no es lo normal [42]. Se pueden ver ejemplos de estos patrones en la

Figura 2.

Figura 2: Manifestaciones de alopecia areata. Parche en el cuero cabelludo (A), alopecia difusa
(B), ofiasis (C) y parche en la barba (D).Fuente: Uptodate.

La variante difusa aguda y total tiene un prondstico mas favorable [43].

Algunas veces, la pérdida de cabello viene precedida por un picor o una
guemazon. Las canas son mas resistentes y a menudo el paciente ofrece un
aspecto canoso en la zona afectada, por la caida en primer lugar del pelo
pigmentado y la recuperacién en primer lugar de las canas. En los casos mas
graves, puede haber incluso una afectacion de las ufias en forma de
onicorrexis, traquioniquia, onicolisis, onicomadesis 0 moteado rojizo de las

lGnulas [44] como se aprecia en la Figura 3.

Ademaés de los sintomas propios de la enfermedad, la alopecia areata se
asocia a otras enfermedades autoinmunitarias, como desoérdenes oculares
(opacidades punteadas o cataratas tempranas), tiroiditis autoinmune en un 8-
28% de los casos o vitiligo en un 3-8%. Por otro lado, desérdenes atépicos
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(como la dermatitis atopica, asma o
fiebre del heno) han mostrado
predisposicion a sufrir alopecia areata
[45].

Aparte de las enfermedades

asociadas en pacientes, se da el curioso

caso de la diabetes mellitus tipo I, que es
. - Figura 3: Afectacion ungueal.
mas frecuente en familiares de Huecos en la ufia (A) y traquioniquia, con
, ) crestas longitudinales en las ufias (B).
afectados, pero no en éstos. Mientras Fuente: Uptodate.
gue en la poblacién general la frecuencia de

la DM tipo | es de 0,12 a 0,25%, en hermanos de probandos llega a ser de

1,2%. En probandos, por otra parte, se da en un 0,2% de los casos, lo que esta
dentro del margen normal. Esto parece indicar no s6lo una asociacion genética
entre ambas enfermedades, sino también una funcién protectora de la alopecia

areata contra la DM tipo | [46].

Ademas, los efectos de la pérdida de cabello pueden ocasionar a los
pacientes ansiedad y desordenes emocionales por su efecto en la apariencia y

el estrés causado en consecuencia [47].

El transcurso de la enfermedad puede llevar a la recuperacion
espontanea en un afio en un 50% de las ocasiones, aunque suele haber varios
episodios posteriores [48]. En el polo opuesto esta el 10% de los casos que
evolucionan a alopecia totalis, con pérdida de todo el cabello; o incluso

alopecia universalis, con pérdida de todo el vello corporal [49].

Las principales influencias que empeoran el prondstico son la gravedad
(totalis y universalis sobre todo), aparicion durante la infancia, ofiasis, duracién
superior a un afo, afectacion de las ufias, enfermedad atdpica e historia

familiar de alopecia areata [48].
1.4 Diagndstico

La principal caracteristica de esta enfermedad son las areas alopécicas
lisas, sin mas cambios que un ligero enrojecimiento que aparece en algunos

casos. En los bordes se hallan pelos en “signo de exclamacién”, partidos cerca
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de la base, faciles de extraer con fuerza minima y con mayor anchura en el
extremo distal que en el proximal, como se ve en la Figura 4 [30].

Figura 4: Pelos en signo de exclamacion (uno indicado por la flecha). Fuente: Uptodaten cuanrto

La dermoscopia no da resultados especificos en este caso, aunque si
utiles [50], y en los casos de diagndstico incierto (como a la hora de diferenciar
la enfermedad en su variante difusa del efluvio teldgeno), se realiza una biopsia
en la que se halla un infiltrado de linfocitos en colmena de abejas alrededor de
los foliculos anagénicos. Ademas, puede hallarse un edema folicular, una
necrosis celular, microvesiculacién o incontinencia pigmentaria. Se ha sugerido
la busqueda de anticuerpos especificos contra el foliculo piloso, pero aiin no
estan disponibles en los laboratorios clinicos [51].

Hay ciertas enfermedades que se pueden confundir con la alopecia
areata a simple vista, reflejadas en la Figura 5. En el caso de la tifia, por
ejemplo, el diagndstico diferencial se basa en el aspecto de esta ultima, que da
un parche escamoso con puntos negros en la apertura de los foliculos, unos

parches muy diferentes a los de alopecia areata [30].

La tricotilomania (la extraccion nerviosa del propio cabello a tirones)
muestra los cabellos rotos a diferente longitud, sin &reas totalmente alopécicas.
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Las alopecias cicatriciales como el lupus eritematoso discoide destruyen los
foliculos y dejan una cicatriz en la cual la alopecia es irreversible con los
meétodos actuales [30].

La alopecia androgénica, por otra parte, tiene un patrén caracteristico y
gradual, sin pelos en signo de exclamacion. El avance desde la coronilla y el
area frontoparietal es muy diferente a los parches circulares producidos por la
alopecia areata. También la sifilis secundaria muestra un patrén distinto, como
apolillado, aunque pueden necesitarse pruebas serologicas para confirmar este
diagndstico. Por ultimo, la alopecia triangular temporal muestra parches
triangulares (uni o bilaterales) en las sienes con vello disperso, que aparecen
en la infancia y duran de por vida [30].

: af’ > i !
Figura 5: Diferentes tipos de alopecia. Tifia, con su aspecto escamoso (A), tricotilomania, con
sus restos de pelo arrancado (B), lupus discoide, con el tejido cicatricial (C), alopecia androgénica con su

patrén caracteristico (D), sifilis secundaria, con su contorno irregular (E) y alopecia triangular temporal,
con su localizacion caracteristica (F). Fuente: Uptodate.

1.5 Tratamiento

Las terapias de primera linea incluyen normalmente corticoesteroides
tépicos o0, en adultos que lo toleren, en inyecciones intralesionales; aunque
pueden darse efectos secundarios como telangiectasias, atrofia local de la piel,

hipopigmentacion y supresion adrenal [52].
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Cuando la pérdida es superior al 50% del cuero cabelludo, se aplica una
inmunoterapia topica, con un alérgeno de contacto ponente para provocar
irritacion y crecimiento capilar. Esto puede causar una dermatitis grave,
linfoadenopatia, urticaria, vitiligo o discromia, y no se recomienda en

embarazadas [52].

Las terapias de segunda linea se usan junto a las de primera linea. El
minoxidil no tiene efecto ante una pérdida total del cabello y se requiere su
aplicacidon continua para mantener el crecimiento, aparte de tener efectos
secundarios como el crecimiento de vello facial en un 3% de las mujeres a las
gue se aplica, prurito o dermatitis. Estos ultimos aparecen con menos

frecuencia con espumas, ya que no llevan propilenglicol [52].

En el caso de la antralina, se usan dosis en aumento y puede causar
una irritacion leve con eritema y escamacion, que no debe llegar a ser grave ni
vesicular. Tanto ésta como el minoxidil tienen el defecto de una efectividad baja
[52].

La fotoquimioterapia de rayos UVA y psoraleno (PUVA) es mas efectiva
y Su uso es razonable en pérdidas de al menos un 75% del cabello. Algunos
estudios incluso indican que es efectivo contra recaidas frecuentes, pero sus

efectos adversos incluyen neoplasias de piel si se usa a largo plazo [53].

En casos graves se usan a veces terapias sistémicas. La sulfasalazina
[54], metotrexato [55] y ciclosporina [56] se usan con este fin, pero
principalmente los glucocorticoides orales. Estos parecen estimular el
crecimiento capilar, aunque su tratamiento esta limitado en duracion por los

efectos secundarios y al retirarse hay una pérdida de pelo recurrente [57].

Otras terapias usadas son el laser de excimeros (solo en la variante
parcheada del cuero cabelludo) [58], el bexaroteno tépico [59], el plasma rico
en plaquetas [60] y la hidroxicloroquina (con resultados poco fiables) [61].

Los inhibidores de Janus quinasas como tofacitinib [62] o ruxolitinib [63]

son la terapia mas prometedora actualmente, aunque siguen en estudio.
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2 Biologia del foliculo piloso

2.1 Diferenciacion

La diferenciacion del foliculo piloso fue descrita en 1992 por Hardy [64],
y sus bases moleculares por Schmidt y Ullrich en 2005 [65]. Se trata de un
proceso muy preciso de organogénesis y diferenciacion celular. En su modelo,
la dermis transmite una primera sefal a la epidermis para el desarrollo de un
apéndice inespecifico, formandose un engrosamiento de esta llamado placoda.
Esta, a su vez, sefaliza a la dermis para que prolifere, formando la papila

dérmica.

La papila, segun el modelo de Hardy, envia una sefal especifica al
acumulo de células epidérmicas, que forman un tubo (la espiga) cuyo extremo
comienza a rodearla, y hace que se dividan a mayor velocidad. Las células
hijas se desplazan por el foliculo en formacién para dar los distintos tipos de
células, segun su localizacion: bien células capilares o de la vaina de la raiz

[66]; aunque se ha visto que los linajes no estan determinados de manera

Organizacion

E155

Citodiferenciacion

E18.5

Induccidn

Proliferacdn de cidulac goerminales opldénmicas

E16.5-E17.5

Inteancam bio o Sofiales Sine e opkdenm & y o masdngulm &

i i i i i

E14 (@ "fil.I-H .,

Formaddn de a placoda

Diferendstin de la walna redioular irterns
Dif erendacdn del tallo capilar

Proiiferadin de la epidermis tolioular
Form addn de La papila dénmica
Orbertaddn y formaddn de la vaina capilar

Figura 6: Diferenciacion del foliculo piloso. Durante la induccion se forma un gradiente de activadores e
inhibidores (E13) que induce la diferenciacion de la placoda y la papila dérmica (E14). Esta sefializa para inducir
la diferenciacion del foliculo (E15.5 a E17.5). En la fase de citodiferenciacion se diferencian la vaina interna 'y la
externa, forman el tallo capilar, se reclutan melanocitos y células hematopoyéticas y se forman las ctupulas
tactiles y glandulas sebéaceas. Imagen modificada de Abe et al [3].
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absoluta y que al cambiar de posicidn variaria el tipo celular que daria una

célula progenitora [67].

Se ha determinado que esta sefal estd mediada por la secrecion de
WNT, que se transmite intracelularmente por el segundo mensajero 3-catenina
[66]. WNT es crucial en la diferenciacion de la piel, desde la estratificacion de la
epidermis hasta la formacién del foliculo piloso. Es el aumento de su
concentracion en la zona de la placoda la sefial que produce la papila dérmica.
SHH también es crucial en el desarrollo, tanto en la proliferacion como en la
diferenciacion de las células del foliculo [3]. Aunque no es necesario para
iniciar la diferenciacion (hay foliculos presentes en su ausencia), WNT5a (cuya
produccion es estimulada por SHH) desempefia un papel importante en la

activacién de la papila dérmica, que pierde poder inductor en su ausencia.

SHH es también necesario para la diferenciacion de los tejidos
adyacentes, formando las glandulas sebaceas y la acumulacién de células de

Merkel que forman los domos tactiles [3].
2.2 Ciclo capilar

Cada foliculo ya formado sigue un ciclo de crecimiento establecido, en el
gue su porcién mas superficial permanece constante, mientras que la basal
sufre cambios periddicos [68]. La fase en la que se encuentra cada foliculo es
independiente de los demas, habiendo en la misma superficie una proporcién

variable de pelo en diferentes etapas de crecimiento (Figura 7).
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Figura 7: El ciclo capilar. La morfogénesis capilar postnatal produce la elongacion del foliculo y la
produccion de la fibra capilar. Esta crece hacia el exterior y comienza el ciclo capilar desde una primera
fase catagena en la que el pelo sufre regresion. La cercania de la papila dérmicay la protuberancia
durante la fase telégena es crucial para la regeneracion del foliculo, ya que es aqui donde residen las
células madre foliculares. Imagen modificada de Schneider et al [69].

La fase de crecimiento capilar es llamada fase anagena, y en humanos
su duracién depende de la superficie, pero en el cuero cabelludo durade 1a 8
afios. La raiz del cabello rodea la papila dérmica, que estimula la division

celular y el crecimiento en este.

La fase anadgena va seguida por una fase corta de regresion llamada
fase catagena, en la que la base del foliculo sufre procesos de apoptosis y
degenera durante unas semanas hasta que practicamente desaparece el bulbo

y el pelo es empujado parcialmente hacia el extremo externo.

Por ultimo, el foliculo permanece unos meses (de nuevo, el tiempo
concreto varia segun la superficie) en fase telégena o de reposo, durante la
cual el pelo tiene la morfologia conocida como “pelo club”, con la base
redondeada. En la fase teldgena, el pelo cae, para luego comenzar una nueva

fase anagena.
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Durante la fase telégena hay una estructura transitoria llamada germen
capilar secundario, sobre la papila dérmica [68]. Esta es el blanco de las
sefales que inician la fase anagena, y le da inicio proliferando para dar origen a

la raiz del nuevo cabello, que sustituye al antiguo, al que expulsa.
2.3 Estructura del foliculo piloso

El foliculo piloso es un tubo que se extiende desde la superficie externa
desde la epidermis hasta la dermis. En el extremo estan el infundibulo o
apertura y el istmo. Estos conforman la porcion constante, no sujeta a los
cambios del ciclo capilar. En el istmo hay un engrosamiento llamado
protuberancia, donde se ancla el musculo piloerector. Por encima de este

desemboca la glandula sebacea [69].

En la base esta la porcion ciclica. La papila dérmica se encuentra en el
extremo basal, envuelta por el bulbo (el extremo basal, mas engrosado, del
pelo), y entre ambos estan las células proliferativas de la matriz, procedentes
de queratinocitos y que desaparecen por apoptosis en la fase catdgena. El pelo
esta envuelto por la vaina radicular, que forma dos capas: la externa y la
interna (esta Ultima, procedente de la matriz). Envolviendo a la vaina radicular

externa hay una vaina de tejido conectivo (Figura 7).

La vaina radicular interna, por otra parte, se divide en varias capas: Las
mas cercanas a la vaina externa son las células acompafiantes. Unidas
estrechamente a estas estan las células de la capa de Henle; a continuacién
esta la capa de Huxley y, por altimo, en contacto con el pelo, la cuticula de la

vaina radicular interna.

El pelo en si también esta formado por capas: La médula en el centro,
rodeada por la corteza y esta, a su vez, rodeada por la cuticula capilar, que es

la que esta en contacto con la vaina radicular.
2.4 Conexion entre la piel y el sistema nervioso central

La alopecia areata es solo uno de los ejemplos en los que mejor se
puede apreciar la influencia que el sistema nervioso puede tener sobre la piel,

estando clara la relacion entre el estrés emocional y esta enfermedad [29, 70].
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Los foliculos pilosos suelen ser los lugares donde mas clara esta esta
interaccién, y especialmente el efecto de “encanecimiento prematuro” [40, 71],
en el que el pelo pigmentado se desprende y quedan las canas a la vista.
Aunque este fenomeno se ha dado independientemente, también ocurre en la

alopecia areata al caer primero el pelo pigmentado [40].

Un foliculo piloso esta inervado por terminaciones sensoriales, pero
también recibe mediadores de estrés neuroendocrinos como la sustancia P, el
factor de crecimiento nervioso (NGF) o la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) [72]. También reciben sefiales de prolactina, adenocorticotropina, el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y el péptido vasoactivo
intestinal, que regulan el prurito y la inflamacion como respuesta al estrés por

medio de los mastocitos [73].

Hay autores que hablan de un eje cerebro-entero-cutaneo [74]. De
hecho, varias de estas moléculas (neurohormonas, neuropéptidos y
neurotransmisores), normalmente asociadas con el sistema nervioso central,

son sintetizadas por queratinocitos y sebocitos [75].

En la piel hay un equivalente al eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, pero
a diferencia de este no hay una diferenciacion compartimentada que equivalga
a las tres glandulas por separado, sino que todas (y sus receptores) se
expresan en los queratinocitos de la vaina radicular externa [76]. La CRH
promueve la degranulacién de los mastocitos, lo que puede contribuir al
proceso inflamatorio [77], y también esta en una poblacién de melanoblastos
inactivos melanogénicamente, o incluso progenitores de melanocitos, en el

extremo proximal del foliculo piloso anageno [78].

También se han descubierto hormonas del eje hipotalamo-hipofisario-
tiroideo como hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la propia tirotropina
(TSH). Estas parecen ejercer control sobre el crecimiento, metabolismo
energético y pigmentacion del foliculo. De hecho, TSH se expresa
principalmente en los queratinocitos de la vaina radicular externa, donde influye
sobre su metabolismo [79]. Curiosamente, los receptores de TRH parecen
estar restringidos a la vaina radicular interna (una region que se creia sin

relacién directa con el crecimiento capilar), mientras que sus efectos se dejan
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ver en la vaina externa y en la matriz: prolongacion de la fase anagena,
crecimiento del pelo y pigmentacion [80]. Esto puede indicar un papel mediado
por la vaina interna o la existencia de un receptor diferente en el tejido

responsable de dichos efectos.

Caso aparte es la prolactina, que, mientras que en varones tiende a
provocar la entrada en etapa catagena [81], cuando se estudié en mujeres se

descubrié que lo que causa es una prolongacion de la fase anagena [82].

En cuanto a la melatonina, se produce en los foliculos pilosos en
respuesta a la noradrenalina (que también induce su liberacion en la hipdfisis).
Ademas, sus receptores se expresan de manera dependiente del ciclo capilar
y, al ser estimulados, aumenta la expresion de los receptores de estrégenos
[83]. Esto es muy indicativo del efecto que el estrés puede tener sobre el

foliculo piloso.

Resumiendo, el foliculo piloso tiene en sus células receptores que
pueden captar el estrés entre otros estimulos, y ademas puede sefalizar con
moléculas normalmente asociadas al sistema nervioso para estimular a los
mastocitos e iniciar una respuesta inflamatoria, siendo uno de los méas

probables origenes de la alopecia areata.

3 Sistema inmunitario cutaneo

El foliculo piloso es considerado un lugar inmunoprivilegiado. Esto

significa que es capaz de tolerar antigenos sin provocar respuesta inflamatoria.

La piel, al igual que las mucosas, es un tejido que forma barrera con el
medio externo; por lo tanto su sistema inmunitario funciona de manera diferente
al de la sangre y otros tejidos estériles, en los que no es necesario mantener
tolerancia frente a un microbioma normal. A diferencia de las mucosas, la
epidermis forma una barrera mecanica que aisla a las células propias del

contacto directo con dicho microbioma y otras fuentes de dafio.

Se han identificado muchas poblaciones con funcién inmunitaria
especifica en la piel [84]. Los propios queratinocitos de la epidermis producen

péptidos antimicrobianos como catelicidinas o p-defensinas, y también
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interleucinas proinflamatorias como IL-1 o IL-18 mediante el inflamasoma [85],
y otras como IL-6, IL-10 y TNF, ademas de quimiocinas como CXCL9,
CXCL10, CXCL11y CCL20, que atrae a la epidermis a los precursores de las
células de Langerhans [86]. También atraen a los neutréfilos al producir CXCL1
y CXCL8 [87].

B-Defensinas
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Inflamacion
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Quimiocinas bl e Quimiocinas ( g

Neutrofilos

Migracion

Migracion

Precursores de
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Figura 8: Secrecion de sustancias de los queratinocitos y su efecto en el reclutamiento celular,
inflamacién y secrecion de péptidos antimicrobianos.

Los queratinocitos promueven también respuestas inmunitarias de tipo 1
(contra parasitos intracelulares o virus) y produccion de interferones mediante
sus TLR [88]. En respuesta a interferon-y, los queratinocitos pueden expresar
MHC de clase Il [89] y, aunque no pueden estimular a linfocitos T naive, si que

pueden activar a los CD4 y CD8 maduros [90].

Las células de Langerhans de la epidermis, aunque similares a las
células dendriticas de la dermis y otros tejidos, tienen una funcion
principalmente tolerogénica [91] mediante la regulacion negativa de la
respuesta CD8" y la activacion de Treg [92]. Las células de Langerhans, al
activarse, extienden sus apéndices para capturar antigeno [93] y migran a las
areas pobladas por linfocitos T, siendo cruciales para la activacion de linfocitos
Th2 [94].

Las células dendriticas de la dermis son una poblacion totalmente

distinta, con distintas subpoblaciones y activadoras, al contrario que las células
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de Langerhans. Unas son positivas para la integrina CD103 y la lectina
langerina, que se creia exclusiva de las células de Langerhans, y estan
especializadas en la presentacion cruzada [95]; otras son células dendriticas
clasicas sin langerina, procedentes de distintos precursores [96].

En conjunto, las células dendriticas y las de Langerhans forman una
doble capa que, en su lado exterior, mantiene a la flora bacteriana comensal
superficial controlada y en el interior esta preparada para actuar si algun

microbio pasa a la zona que se espera que se mantenga esteéril.

En la zona mas exterior de la dermis estan concentrados los mastocitos,
gue, ademas de su conocida actividad de defensa contra parasitos,
desempeiian importantes labores en la curacion del tejido y la
inmunorregulacién [97], con la produccioén de IL-10 de efecto inmunosupresor
[98]. También pueden actuar como células presentadoras de antigeno
profesionales expresando MHC de clases | y Il y sefiales coestimuladoras y
migrando a los ganglios [99]. Como se vio anteriormente, pueden ser los que

inicien la respuesta inflamatoria como respuesta a sefiales nerviosas.

Microbiota epidérmica

Epidermis

Epidermis

@ Dermis

Dermis

Capilar

Célula de Célula dendritica Célula dendritica Mastocito

@ @ @ ILC1 ILc2 ILC3

Linfocito T Linfocito T

Linfocito Tv8 af CD4+ af CD8+

Figura 9: Distribucion de células inmunitarias en la piel. A: En la epidermis se pueden apreciar
células de Langerhans, linfocitos CD8 y algunos yJy en la dermis células dendriticas clasicas y
langerina®, la mayoria de y8, mastocitos junto a la epidermis y linfocitos ¢/ junto a la epidermis y los vasos
sanguineos. B: Los ILC2 e ILC3 se acumulan junto a la glandula sebacea (cerca de la zona de mayor
contacto con la microbiota) mientras que los ILC1 y NK circulan entrando a la piel y los ganglios.

Otra poblacion importante son las células T, de las que hay en la piel el
doble que en la sangre [100]. Los linfocitos T cutdneos son una poblacion
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propia, residente en la piel, que adquieren ese destino tras contacto con células

dendriticas locales; y no células que circulen por el organismo al azar [101].

Los linfocitos a3 son de fenotipo de memoria CD8* y residen junto a las
células de Langerhans en la epidermis [102]. En la dermis, por su parte, hay
igual numero de aff CD4* y CD8* en los capilares y en la unién con la
epidermis [103]. De los CD4*, tanto Th1l como Th2 y Th17 tienen funciones
importantes en este tejido barrera, y también hay una importante poblacion
(hasta un 10%) de linfocitos T reguladores [104], que circulan entre la piel y los

ganglios incluso en estado de reposo [105].

De manera similar a como los tejidos linfoides asociados a mucosas (o
MALT) funcionan en estas, se ha propuesto la existencia de tejidos linfoides
asociados a la piel o SALT [106]. Sin embargo, no se ha descrito un tejido
linfoide permanente en la piel; aunque si que se han observado agrupaciones
de células dendriticas y células T bajo la espongiosis epidérmica de la
dermatitis de contacto. Esto ha llevado a formular la hipétesis de la formacién
de tejidos linfoides inducibles en la piel (ISALT) [107].

Otras células residentes, también presentes en mucosas, son los
linfocitos T y6 y NKT [108, 109]. Los linfocitos T yo cutdneos mantienen un
estado preactivado, y son mas abundantes en la dermis que en la epidermis,
con funcion reguladora y antitumoral [110]. En ratén, el 90% son células T
epidérmicas dendriticas Vy5* [111], pero no tienen esa morfologia en humanos
[110].

En comun con las mucosas estan también las células linfoides innatas o
ILC. De estos linfocitos innatos, los ILC2 (analogos de Th2) y los ILC3 (grupo
gue incluye a ILC3 analogos de Th17 y a los LTi o inductores de tejido linfoide)
son residentes en el tejido, mientras que los ILC1 (grupo que incluye células
NK e ILC1 analogos de Thl) circulan entre los tejidos y los ganglios [112].

Estas ILC estan enriquecidas junto a los foliculos pilosos, en las
cercanias de las glandulas sebéaceas, limitando el crecimiento de estas con el
TNF y linfotoxinas secretados por los ILC3. Sin ellos, se secretan &cidos grasos

con un bajo contenido en péptidos antimicrobianos [113]. Por otra parte, ILC2
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son importantes en el proceso de reparacion de heridas [114], al que
contribuyen las células de Langerhans y linfocitos T CD8" productores de IL-17
[115, 116].

En contacto con la piel, por supuesto, esta el microbioma, cuyos
componentes comensales desempefian una importante labor homeostética
controlando la poblacion de los patégenos [117] y mantienen una compleja
comunicacion con la piel [118]. El infundibulo del foliculo piloso es una zona de
contacto entre este microbioma y las células del sistema inmunitario [119], ya
gue en su zona mas interna se considera que su permeabilidad aumenta
considerablemente [120], aunque hay veces que las bacterias penetran mas

profundamente, como es el caso del acné.

1. Entrada selectiva al infundibulo
2. Alta concentracion local

3. Liberacidn (e inicio de accién) controlada

Figura 10: Entrada selectiva de particulas en el infundibulo. Este control de la entrada de
microorganismos ayuda a coordinar la respuesta contra ellos de manera mas precisa. Imagen modificada
de Vogt et al. [120]

Resulta llamativo cémo un 6rgano como el foliculo piloso sea, por un
lado, un lugar de contacto con la flora comensal especialmente vigilado por las
células ILC y, a un nivel mas profundo, un érgano inmunoprivilegiado, lo que en
teoria podria hacerlo mas vulnerable a ataques viricos o de otros patdgenos
intracelulares al no haber expresion de HLA de clase I. Es digno de mencionar
que las células NK e ILC1, grandes productoras de interferon y (que estimula
en gran medida la sintesis de HLA de ambas clases) no residen
permanentemente en la piel como las ILC2 e ILCS3.
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En dltima instancia es esta respuesta de tipo 1, mediada por linfocitos T
CD4* de fenotipo Th1l y CD8* citotdxitos y por sus equivalentes innatos ILC1 y
NK, la que provoca la regresion del foliculo piloso anageno. Este tipo de
respuesta, orientada a infecciones viricas y tumores, provoca la apoptosis
como reaccion a la presentacion de antigenos intracelulares por el HLA de
clase I. La produccion de interferon por parte de estas células promueve la
expresion de HLA, lo que contrarresta el privilegio inmunolégico del foliculo
piloso. Esto provoca una acumulaciéon de células NK junto al foliculo, aunque
se ha observado que las causantes reales de la patologia son las células CD8*
[121].

4 Privilegio inmunoldgico y patogenia de alopecia areata

4.1 Privilegio inmunologico

El privilegio inmunolégico o inmunoprivilegio se da principalmente en
tejidos que sufririan dafio irreparable tras una reaccion inflamatoria, pero en los
pocos casos conocidos (sistema nervioso central, feto, cérnea...) varian las
caracteristicas de este privilegio [122]. Los puntos en comun se definen como
una combinacion de, por un lado, expresion baja o ausente de HLA de clase | o
2 microglobulina (lo que impide la presentacién de antigeno propio a los
linfocitos T CD8™) y, por otra parte, la formacion de un medio inhibitorio por la

secrecion de inmunosupresores [123].
4.2 Patogenia de la alopecia areata

Estos mecanismos se dan en la protuberancia y el bulbo del foliculo
piloso, pero se pierden en la alopecia areata, donde hay un aumento de MICA y
ULBP y en consecuencia un acumulo de células NK y, a veces, de linfocitos T
CD8* [122]. Tras una inflamacion perifolicular durante la fase anagena hay una
distrofia de la raiz capilar que lleva a una rotura del pelo y a la entrada
prematura en fase catagena [124]. Los queratinocitos HLA-la/B2 negativos
presentes en la raiz en fase anagena son el objeto de esta pérdida de
privilegio, que se puede recuperar tras la continuacion del ciclo si el factor que
provoco la inflamacion no persiste [122].
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La reaccion inicial puede deberse al reconocimiento de un antigeno
especifico por parte de linfocitos T CD8", pero puede ser desencadenado
también por las células NK, lo que lleva a pensar en distintas variantes de
alopecia areata: La autoinmune (AAA) procederia de este reconocimiento
especifico de moléculas relacionadas con la melanogénesis, mientras que otras
tendrian un origen inespecifico, pero en todo caso la consecuencia seria un
aumento dafino de interferén y, que estimula la sintesis de HLA, por una via o
la otra [28].

No soélo la pérdida del inmunoprivilegio es iniciadora de la enfermedad,
sino que esta se mantiene hasta que dicho privilegio se recupera. Asi, los
inhibidores de JAK/STAT como tofacitinib, aparte de inducir directamente la
fase anagena, anulan el efecto del interferén y y causan una rapida

recuperacion en la alopecia areata [125].

Las Janus quinasas (JAK) se asocian a los receptores de citoquinas de
la familia de la hematopoyetina, a la que pertenecen los interferones, y son las
responsables de transmitir la sefal a los transductores de sefal y activadores

de transcripcion (o STAT), que son los segundos mensajeros [126].

Esto es indicativo de que el interferén y es el responsable de la pérdida
de privilegio inmunologico. El efecto del IFN-y es el aumento de expresion de
HLA,; lo que, a todos los efectos, anula este privilegio. Lo producen los linajes
de células linfoides de tipo 1 (defensa contra patdgenos intracelulares), como
Thl, CD8* NK e ILC1 [127].

La activacion de estos linajes celulares provoca una inflamacion en el
foliculo piloso, pero en ningun caso una destruccion de este, sino que se
produce una distrofia que acelera la entrada en fase teldgena [30]. Como
consecuencia de esto, la interrupcién del proceso inflamatorio (como es el caso
al bloquear las sefales intracelulares de IFN-y) tiene el efecto de restaurar el

ciclo capilar normal.
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5 El Complejo Mayor de Histocompatibilidad en humanos

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), recibe en humanos el
nombre de “antigeno leucocitario humano” o HLA. Se trata de un grupo de
genes presentes en el cromosoma 6 relacionados con la presentacion de
péptidos (procedentes de la degradacion de antigenos propios o extrafios) a los
linfocitos T a3 clasicos por parte de las células presentadoras de antigenos o
APC [1, 128].

Hay dos tipos de proteina de HLA (clase | y clase II), y ambas se
caracterizan por ser heterodimeros proteicos con un total de cuatro dominios
inmunoglobulina, dominio transmembrana y una hendidura en la que se acopla
el péptido a presentar. En el caso del HLA de clase I, presenta un péptido de
origen citoplasmatico (normalmente propio) de 8 a 10 aminoacidos de longitud,
mientras que el HLA de clase Il presenta péptidos de 13 a 25 aminoacidos
procedentes de proteinas de origen extracelular (normalmente procedentes de

vesiculas endociticas) [129].
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Figura 11: Estructura de las moléculas de MHC. En rojo se muestran los residuos con mayor
variabilidad. Imagen modificada de Janeway’s Immunobiology [1]

El HLA de clase I, presente en todas las células nucleadas, es un
heterodimero de una cadena o con 3 dominios inmunoglobulina (al, a2 y a3)y

un dominio 2 microglobulina. La hendidura de union al péptido esta entre los
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dominios al y a2, mientras que el dominio transmembrana se encuentra a
continuacion del dominio a3. Este ultimo dominio es el ligando de la molécula
CD8 de los linfocitos T citotoxicos, por lo que son éstos los que reconocen las

moléculas presentadas por HLA de clase | [129].

Por otra parte, el HLA de clase I, presente so6lo en APC profesionales,
esta formado por una cadena a y una 3, con 2 dominios inmunoglobulina cada
uno. La hendidura de union esta formada por los dominios al y 1,y los
dominios transmembrana se encuentran tras los dominios a2 y 2. La molécula
CD4 de los linfocitos T auxiliadores o helper se une al dominio 2, de modo que

son éstos los que reconocen el complejo péptido-HLA clase I [129].

El receptor de células T (TCR) debe reconocer no sélo al péptido, sino
también a la proteina HLA que lo esta presentando [129]. Al igual que los
anticuerpos, el TCR esta sujeto a un proceso de recombinacion somatica del
ADN, lo que da un amplio abanico de especificidades en un mismo paciente. El
HLA, sin embargo, no pasa por este mismo proceso, Sino que es su caracter

poligénico y altamente polimérfico en la poblacién [130].

El espectro de antigenos distintos que se pueden presentar mediante
cada tipo de HLA en un mismo individuo es mas amplio de lo que podria ser
gracias al hecho de que una misma persona suele expresar hasta seis
variantes distintas de HLA de clase I, que se halla repetido en tres loci (locus A,
locus B y locus C); mientras que el de clase Il esta en otros tres loci (DP, DQ y
DR, cada uno dividido en un locus para la cadena a y otro para la ), lo que
resulta en hasta 10 moléculas diferentes, al poder combinarse las cadenas o y
B de un mismo locus de forma cis (las del mismo cromosoma) o trans (una de
cada cromosoma) excepto en DR, cuya cadena a es invariante y solo hay dos
moléculas diferentes segun su cadena B. Al haber un alto grado de
polimorfismo en cada uno de los loci, en poblaciones sin un alto grado de
endogamia no es muy frecuente la homocigosis [131].

Algunas moléculas solubles bacterianas o virales ancladas a la
membrana celular son presentadas de otra manera: Se unen integras por fuera

de la hendidura enlazando a regiones de las moléculas HLA de clase Il con
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otras caracteristicas de familias de V beta del TCR, provocando una activacion
de los TCR de estas familias. Estas moléculas son llamadas superantigenos
[132] y generan una respuesta rapida y con un amplio espectro de TCR que

después tiene gque ajustarse al antigeno microbiano o viral mas especifico.

Debido al rol de las moléculas HLA en la presentacion de antigenos, se
dan casos en los que un antigeno es presentado con mucha mayor eficiencia
en pacientes que expresan ciertos alelos que en otros; tanto para bien
(presentando antigenos de virus que otros alelos no reconocen) como para mal
(presentando antigenos propios en reacciones autoinmunes). Son conocidas
las asociaciones genéticas de los alelos HLA-B27 con espondilitis anquilosante,
y HLA-DQ2 y DQ8 con celiaquia, mientras que HLA-B18 es un factor de

proteccion del contagio del VIH de la madre al lactante [133].

Genéticamente, el complejo MHC se divide en tres regiones [134]. En la
region MHC-I estan los genes de HLA de clase la o clasicos (HLA-A, HLA-B 'y
HLA-C) y otros relacionados con estructura similar (algunos de los cuales
codifican para proteinas que se unen a 2-microglobulina, como los genes
HLA-E, HLA-F y HLA-G, y otras, como las codificadas por los genes MICA 'y
MICB, no la incorporan), conocidos como genes MHC de clase Ib (no clasicos)
[135]. Hay otros genes de esta familia fuera del complejo MHC, como es el
caso de los genes CD1, MR1 o ULBP. MICA, concretamente, esta en estrecha

cercania al locus HLA-B.
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Figura 12: EI complejo MHC en detalle. Los genes MHC de clase | se muestran en rojo excepto
los MIC, que estan en azul. Los genes MHC de clase Il de importancia inmunoldgica estan en amarillo.
Otros genes de la region MKC con funcién inmunitaria se muestran en morado y los pseudogenes
relacionados con genes inmunitarios en gris oscuro. En gris claro se muestran otros genes no relevantes
para el sistema inmunitario. Imagen modificada de Janeway’s Immunobiology [1]

En la region MHC-II estan los genes HLA de clase Il (HLA-DP, HLA-DQ
y HLA-DR) y otros similares como HLA-DM, HLA-DO y los genes de la

tapasina, proteina crucial en la maduracién del HLA de clase | [136].

Entre ambas regiones esta la region MHC-III, que codifica para
diferentes proteinas como el factor de necrosis tumoral, las linfotoxinas y los
factores del complemento C2, C4 y B [134]. Es aqui, en estrecha cercania con

la region MHC-I y el locus HLA-B, donde esta MICA y, a corta distancia, MICB.

La sintesis de HLA de ambas clases requiere la presencia de un péptido
para presentar. En el caso de HLA de clase |, tras sintetizarse en el reticulo
endoplasmatico, se une calnexina para estabilizar hasta la unién de la 2
microglobulina. Tras ello, la calnexina es sustituida por calreticulina, ERp57 y
tapasina [137], propiciando que se unan péptidos procedentes de la
degradacion de proteinas enddégenas en el proteasoma [138] 0, en el caso de
las células dendriticas, las proteinas pueden proceder de fragmentos de otras
células en fagolisosomas en un proceso de presentacion cruzada [128, 139]. El
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en rojo (con la f-inmunoglobulina en azul) y las de clase Il en amarillo. Imagen modificada a partir de [1]

interferon gamma estimula la produccion del activador del proteasoma PA28
[138].

Los péptidos entran por medio de las proteinas TAP1y TAP2
(transporters associated with antigen processing). Estas estan unidas a la
tapasina por el lado del RE y tienen un dominio ABP (ATP binding protein) en el
citosol [140]. Tras su entrada son procesados por ERAAP (endoplasmic
reticulum aminopeptidase associated with antigen processing) [141]. Una vez

unidos, el HLA es transportado en una vesicula hacia la membrana.

El HLA de clase Il debe presentar proteinas exdgenas, asi que hasta su
obtencidn, la molécula esta unida a li (cadena invariante). Esta esta anclada a
la membrana del RE por su extremo amino terminal y forma trimeros con otros
complejos de cadena invariante con HLA por el extremo carboxi terminal. Hasta
gue estos trimeros estan formados, las cadenas estan vinculadas a calnexina.

Al completarse, se liberan de esta y son transportadas fuera del RE [142].
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Figura 14: Plegamiento y adquisicion del péptido del HLA de clase I. La calreticulina reemplaza a
la calnexina una vez que el plegamiento se ha completado y se ha unido la b2-inmunoglobulina, la
tapasina ancla la molécula junto a TAP y calreticulina junto a ARp57impiden la union de cadenas péptidas
indeseadas. Cuando el péptido entra al reticulo endoplasmatico a través de TAP y es editado por ERAAP,
se une al MHC y las chaperonas se separan [1].
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El extremo amino terminal de li sirve como sefial para transportar el
complejo a los endosomas tempranos (procedentes del exterior 0, a veces, de
procesos de endofagia [128]), donde li es lisada por proteasas acidas en dos
etapas para dar LIP22 y luego LIP10 [143]. Al carecer del extremo carboxi
terminal, se deshacen los trimeros de complejos HLA-LIP10. Tras un
procesamiento posterior, se rompe LIP10, quedando solo el fragmento CLIP
(class ll-associated invariant chain peptide) en la hendidura de union del HLA 'y

dejando de estar anclado a la membrana [142].

En los endosomas esta presente HLA-DM, similar a las moléculas de
HLA de clase Il. Esta se une a la molécula unida al péptido, permitiendo su
separacién y su intercambio por un péptido de mayor afinidad presente en el
endolisosoma. Otra molécula similar, HLA-DO, se encuentra unida a HLA-DM y
compite con el HLA de clase Il para unirse a esta, regulandola negativamente

en consecuencia. El interferon gamma regula positivamente la produccion de
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HLA-DM, pero no la de HLA-DO [144].

Invariant chain (1) forms a complex| | _Ii is cleaved in an acidified e W L
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Figura 15: Maduracion de MHC de clase Il y adquisicion del péptido. LIP10, unido al MHC, impide
la unién de péptidos enddégenos. En el endosoma acidificado, se degrada dejando solo la cadena CLIP
unida al MHC. Al fusionarse con vesiculas de endocitosis y degradar los antigenos exdégenos, HLA-DM se
une para que se separe CLIP y se puedan unir estos, fusionandose posteriormente el endosoma con la
membrana celular para presentar el péptido [1].

6 Receptores de los linfocitos NK

Como se ha mencionado, MICA y MICB (MHC Class I-like Ay B) son
genes que pertenecen al grupo de MHC-Ib. Codifican para una cadena pesada
cuya estructura es similar a la de HLA de clase 1 que no requiere (2-
microglobulina para su expresion. La expresion de estos genes es inducida por
estrés celular y las proteinas codificadas por ellos son ligandos del receptor
NKG2D de células NK. Este es un receptor KLR (killer cel lectin-like receptor)

de tipo lectina C cuya activacion provoca una sefial estimuladora por
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asociacion con DAP10. Otro ligando conocido de NKG2D es RAET1, cuya
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Figura 16: Genes de los receptores de células NK. Los NKC se encuentran agrupados en el
cromosoma 12 y los LRC en el cromosoma 19 [1].

estructura es similar a los dominios a1 y a2 del HLA de clase | [145].

NKG2D es distinto a los otros receptores de la familia NKG2 y, mientras
gue estos (NKG2A, C, E y F) son codificados por KLRC1-4, el gen que codifica
para NKG2D es KLRK1. Mientras que los demas forman heterodimeros con
CD94, NKG2D forma homodimeros. Ademas, mientras que el efecto inhibidor
de NKG2A se debe a 2 ITIM que lleva incorporados y el de NKG2C se lleva a
cabo mediante asociacion con DAP12, que es un homodimero con 1 ITAM en
cada cadena, el de NKG2D se lleva a cabo mediante los ITAM de DAP10 (muy
similar a DAP12) [145].

KIR y KLR activadores KIR y KLR inhibidores NCR y NKG2D
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Figura 17: Receptores NK de las familias KIR y KLR (izquierda y centro). Ambas familias
contienen tanto miembros activadores como miembros receptores. Por otra parte, los NCR (también
relacionados con las inmunoglobulinas) y el NKG2D (un miembro Unico de la familia KLR) se encuentran
también en la superficie de las células NK como activadores. Imagen modificada de Janeway’s
Immunobiology [1]
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Esta via de sefalizacion es atipica en los receptores de membrana de
linfocitos NK. En ellos, las sefiales de activacion suelen ser mediante
receptores asociados a DAP12 o a la cadena ¢ de CD3. Asi, los KIR (Killer cell
imunoglobulin-like receptor) son moléculas con 2 o 3 dominios inmunoglobulina
de las cuales algunas son activadoras y otras inhibidoras, reflejando su nombre
el tipo al que pertenece asi como su numero de dominios inmunoglobulina.
KIR-2DS y KIR-3DS son estimuladoras, por ejemplo, y se unen a DAP12,
mientras que KIR-2DL y KIR-3DL tienen cada uno 2 ITIM en su region
citoplasmatica, lo que les otorga una funcion inhibidora [145]. Reconocen como
ligando el HLA de clase I, principalmente HLA-C, y el péptido que esté unido

influye en este reconocimiento [146].

KIR 1
ok KIR20L2

HLACW3Y P/

Figura 18: Estructura tridimensional de KIR2DL1 (A); de KIR2DL2 unido a HLA-Cw3, que esta
presentando un péptido (B); enlaces de hidrogeno (las lineas punteadas) entre la lisina 4 de KIR y la
asparragina 80 de HLA-Cwg, y entre la glutamina 71 de KIR y P8 del péptido (C); enlaces de hidrogeno
(linea punteada) y salino (linea continua) entre la lisina 80 del HLA-Cw4 y KIR2DL1 (D). El dominio D1 de
KIR2DL1 se muestra en cian, y el D2 en verde. HLA-C se muestra en amarillo y el péptido en rosa [2].

Otras moléculas activadoras son los NCR (Natural cytotoxicity receptor)
NKp46, de estructura similar a los KIR con 2 dominios inmunoglobulina y que
une la cadena C; NKp30, con estructura de un dominio variable de

inmunoglobulina, que también se une a ; y NKp44, similar a NKp30, que se
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une a DAP12 [145].

KIR3DL1

Figura 19: Estructura tridimensional de KIR3DL1. Los dominios de KIR3DL1 se muestran en azul
DO, en cian D1y en verde D2; mientras que HLA-B*5701 se muestra en amarillo con la beta-2
microglobulina en gris y el péptido presentado en rosa (A).Se muestran detalles de la interaccion de
KIR3DL1 con la cadena o2 de HLA-B*5701 (B) y con la cadena «1 (C) [2].

Todos estos receptores se dividen en dos familias. Por un lado, en el
cromosoma 19, esta el LRC (leucocyte receptor complex), en el que se
incluyen los genes de los KIR junto a NKp46 (que, recordemos, es similar a
ellos), ILT (immunoglobulin-like transcript) y LAIR (leucocyte-asociated
immunoglobulin-like receptor). En el cromosoma 12 estd el NKC (NK receptor
complex), que incluye a los genes que codifican para KLR y para CD49. Los
genes de NKp30 y NKp44 estan en el MHC, en el cromosoma 6 [145].

Las células NK no expresan todos estos receptores simultaneamente,
sino que su expresion es variable entre distintas células y hay en el mismo
individuo distintas poblaciones de NK con variedad de receptores, habiendo
incluso procesos de memoria [147]. Como los KIR reconocen distintas formas
de HLA, cada poblacion reconoce la presencia o no de un HLA concreto
(influido por el péptido incorporado, como se vio antes), en el organismo. Los
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KLR, por otra parte, normalmente detectan el nivel general de expresion de
HLA al reconocer la molécula invariante HLA-E, mientras que NKG2D detecta

niveles de estrés al detectar ligandos expresados ante este [145].
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Figura 20: Estructura tridimensional de los KLR. Vemos NKG2D en cian y MICA (A),RAE-14 (B) o
ULBP (C) en amarillo. También vemos las inmunoevasinas: m152 en cian unida a RAE-1g en amarillo (D)
y UL16 en cian unida a MICB en amarillo (E). Finalmente vemos el heterodimero de NKG2A en ciany
CD94 en verde unido a HLA-E en amarillo con £ inmunoglobulina en gris y el péptido presentado en rosa

(F) [2].

Se han visto asociaciones entre infecciones viricas y aumentos de
poblaciones de células NK con NKG2C (un receptor activador) y una expresion
de KIR autorreactivos inhibidores [148], lo que podria llevar quiza a ver los KIR
y KLR como un equivalente innato al TLR: la estimulacion de un KIR que no es
reactivo al HLA propio en circunstancias normales puede ser achacada a la
presentacion de un péptido extrafio, mientras que la no deteccion de un HLA
reactivo (lo que llevaria a no estimular los KIR inhibidores) en una célula con
expresion normal de HLA (lo que estimularia a NKG2C) se puede deber a que
esté presentando péptidos diferentes a los que se le suelen asociar en
circunstancias normales, en este caso los viricos. En resumen, podria tratarse

de un reconocimiento en la variacidn en el patron de presentacion de antigeno.

Ademaés de los KIR y la mayoria de KLR, que parecen reconocer el
patrén de expresion de HLA, y de NKG2D, que reconoce sefiales de estrés, las
células NK reciben otra sefial mas para matar una célula objetivo: su receptor
de inmunoglobulina G de baja afinidad (IgGRIIl, también llamado CD16), que

43



les permite ejercer como células efectoras de la inmunidad adaptativa al matar

células reconocidas por anticuerpos de isotipo 1IgG1 o IgG3 [149].

La reaccion que nos interesa, sin embargo, es el reconocimiento de
MICA por NKG2D en situaciones de estrés, como nos muestran los estudios

genéticos existentes.

7 Estructura de MICA

Como ya se ha mencionado antes, MICA es una molécula de la familia
del HLA de clase | con tres dominios inmunoglobulina (a1, a2 y a3) y una
region transmembrana, pero sin unir 32 microglobulina ni presentar péptido
[150]. Se han identificado varios alelos del gen, que se pueden agrupar segun
si la proteina tiene en posicién 129 una metionina o una valina, y esta Ultima

conlleva una menor afinidad por NKG2D [151].

Figura 21: Estructura de la proteina MICA. Imagen de Steinle et al. [151]
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En la region del gen que codifica para esta region transmembrana hay
un triplete GCT que se encuentra repetido un numero variable de veces: una
repeticion corta en tandem o STR [152]. Los diferentes alelos segun el STR
reciben nombres que corresponden con el niumero de veces que se encuentra
este triplete repetido: MICA*A4, MICA*A5, MICA*A6 y MICA*A9 y el nimero de
alaninas consecutivas en la region transmembrana de la proteina que codifican.
Por otra parte, MICA*A5.1 es un alelo en el que, ademas de las cinco
repeticiones, hay una guanina adicional, lo que provoca un cambio de marco de

lectura y una region transmembrana truncada por un codon de stop [152].

En otra sistematica, los alelos, segun la secuencia de aminoéacidos,
reciben el nombre MICA*00X, donde X es un nimero que varia segun de qué
alelo hablemos [153]. Asi, los alelos MICA*001 (metionina en posicion 129),
MICA*007 (a menudo metionina) y MICA*012 son variantes de MICA*A4;
MICA*010 y MICA*016 (valina en 129) son MICA*A5; MICA*004 (a menudo
valina en 129), MICA*006 y MICA*009 son MICA*A6; MICA*002 y MICA*015
son MICA*A9, y MICA*008 (valina en 129) es MICA*A5.1 [151, 153].

8 Genética de la alopecia areata

Ya se ha mencionado la existencia de un factor genético en esta
enfermedad, que se puede deducir tanto por la alta frecuencia de casos en los
gue hay un familiar afectado [37] como por la alta coincidencia entre gemelos

univitelinos [36]. Esto ha dado pie a varios estudios genéticos.
8.1 Relacién de MICA con alopecia areata

El mas relevante es un estudio de asociacién genémica (GWAS) de
Petukhova et al. realizado mediante secuenciacion masiva [154]. Esta
investigacion descubrié asociacion de variable significacion entre la

enfermedad y multitud de mutaciones puntuales en distintos genes.

La asociacion méas importante fue la de HLA-DRB1, parte de uno de los
tres loci que codifican para la cadena B del HLA de clase Il (el locus HLA-DR)
[154]. También HLA-DQ, fuertemente asociado a HLA-DR, mostrd asociacion
con la enfermedad, asi como los genes que codifican para HLA de clase |
[154].
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Otra region relacionada incluye a parte de los genes ACOXL
(perteneciente a la familia de genes de acil-coenzima A oxidasa) y BCL2L11
(Bcl2-likell, también llamada BIM). Es probable que esta asociacion esté mas
relacionada con BIM, ya que es una proteina que participa en procesos de

apoptosis [154].

Una tercera region relacionada incluye al gen GARP, de expresion en
linfocitos T reguladores, y también en foliculos pilosos. Su anulacion en los

Treg anula su funciéon inmunosupresora [154].

Ademas, este estudio hall6 relacion con la enfermedad al gen SH2B3,
gue codifica para la proteina también conocida como LNK, que regula
negativamente en respuesta a citoquinas mediante tirosin quinasas y JAK
[154].

El estudio de GWAS también hall6 una asociaciéon con MICA, pero esta
técnica esté limitada a detectar polimorfismos de un nucleétido o SNP. Al
estudiarse los alelos de MICA segun el polimorfismo STR en una cohorte
estadounidense (de la universidad de Texas), se encontré una asociacion clara
con la enfermedad con el alelo MICA*A6 y una evidencia sugestiva de relacion
de MICA*A5.1 con la variante parcheada [155].

8.2 MICA en otras enfermedades

Dado el interés de MICA en esta enfermedad, no es sorprendente que

se halle también relacionado con otras enfermedades autoinmunes.

MICA*6 se relaciona con la enfermedad de Behcet [156], clasificada
como autoinmune sistémica. MICA*A9, por su parte, ha sido relacionado con
una mayor incidencia de psoriasis y artritis psoriasica, con el interés afiadido de
tratarse de otra enfermedad cutanea autoinmune [157].

Este mismo alelo se ha hallado relacionado con carcinoma nasofaringeo
[158] y con una variante agravada de la fiebre mediterranea familiar [159]. En
ambos casos se puede hallar una relacion del sistema inmunitario, tanto en la

respuesta al cAncer como en la enfermedad autoinflamatoria.

Ademéas, MICA*A9 en asociacion con el haplotipo HLA-DQ8/DR4 se ha
relacionado con la diabetes mellitus de tipo 1 [160], otro desorden autoinmune.
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Por otro lado, este mismo alelo ha sido asociado con menor incidencia
de artritis reumatoide; en este caso, este efecto se ha hallado en asiaticos, pero
no en europeos [161]. Combinado en el genotipo con MICA*A5, sin embargo,
parece ser un factor protector contra cancer en caucasicos y no en asiaticos
[162]; lo que, combinado con lo anterior, indica una curiosa diferencia en el

comportamiento de MICA en ambas poblaciones.

El alelo MICA*5.1 se ha relacionado también con un mayor riesgo de
cancer de pancreas y mayor presencia de MICA soluble, como es légico dado

el truncamiento de su regién transmembrana [163].

Otro estudio muestra que MICA*A4 es un factor de proteccién contra la
colitis ulcerosa, y que MICA*A5.1, por otra parte, esta relacionado con la
aparicion de abscesos, teniendo este ultimo influencia sobre la edad de

aparicion de la enfermedad [164].
8.3 Relacién de HLA de clase | y alopecia areata

De entre todos los loci de HLA, el que esta en ligamiento mas estrecho
con MICA es HLA-B [134]. En cualquier estudio genético sobre MICA es, pues,

de interés tener en cuenta la influencia que pueda tener este sobre el resultado.

Ya en los setenta se describié una asociacion entre el alelo HLA-B12
con alopecia areata en una cohorte finlandesa [165]. En una cohorte judia, sin
embargo, la asociacion se hallé con HLA-B18 [166]. En Turquia, dos estudios
hallaron relacién de alopecia areata con HLA-B62 [167, 168], mientras que en
chinos Han es HLA-B52 el que parece estar relacionado [169] y en Brasil no se
hallé relacion con alelo alguno [170]. Toda esta variabilidad hace pensar que el
efecto de HLA podria ser debido a la influencia de otros factores genéticos, o

incluso que podria ser un resultado engafioso debido al ligamiento con MICA.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

La expresion de las moléculas MICA en el foliculo piloso inducida por un
estimulo estresante, permite su reconocimiento mediante el receptor NKG2D
de las células NK y de los linfocitos T CD8 citotoxicos que se activan
provocando la ruptura del privilegio inmunoldgico del foliculo piloso y el

desarrollo de la alopecia areata.

Existe un polimorfismo en el exdn que codifica para la porcion
transmembrana de la moléculas MICA basado en diferentes repeticiones de
nucleotidos (STR) que no es analizado en los estudios de genoma completo
(GWAS), que analizan variaciones de un so6lo nucle6tido (SNP). Se ha descrito
un importante componente genético en la AA, por tanto es de interés analizar si
existe algun tipo de asociacién entre las variantes STR de MICA y la Alopecia

Areata.

Ademas, MICA se estudiara conjuntamente con HLA-B, cosa que no se
hizo en el estudio de la Universidad de Texas. Esto servira para descartar que
cualquier relacién que hallemos entre la enfermedad y MICA se deba al

ligamiento con HLA-B.

Objetivos

e Estudiar la posible asociacion de la Alopecia Areata con los
polimorfismos STR de MICA en un estudio casos-control.

e Debido al alto grado de ligamiento entre el gen MICA y el locus
HLA-B es necesario establecer si la asociacion detectada para un
determinado alelo de MICA es independiente o no del polimorfismo
de HLA-B. Para ello se requiere realizar el tipaje del locus HLA-B
en la misma cohorte de pacientes de AA.
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MATERIAL Y METODOS
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1 Pacientes

Este estudio, aprobado por el comité ético del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves (HUVN) y su comision de investigacion, se realizé con
muestras de 84 pacientes de alopecia areata; diagnosticados en el HUVN, en
Granada, y residentes principalmente del area norte. Dichos pacientes fueron
diagnosticados en la consulta de dermatologia entre los afios 2012 y 2014. Se

les informo del proyecto y dieron su consentimiento a participar en él.

El criterio de inclusién fue el diagnostico de alopecia areata, mientras

gue el criterio de exclusion fue la negativa a participar en el estudio.

El grupo control consiste en 655 donantes del biobanco de sangre del
area sanitaria de Granada norte sanos, también con su correspondiente

consentimiento informado.

De los 84 pacientes de alopecia areata, 56 eran mujeres y 28 hombres.
De nuestras muestras, tres vinieron identificadas como alopecia totalis (calvicie
completa en el cuero cabelludo): dos mujeres y un hombre. Ademas, seis
estaban identificadas como alopecia universalis (carencia de pelo en todo el
cuerpo): cuatro mujeres y dos hombres. En los tres casos, la proporcion es

exactamente de dos mujeres por cada hombre.

Veinte de las muestras llegaron sin informacién sobre la variante de
alopecia, dato que no pudimos rescatar posteriormente. De estas 20, 7 eran
hombres y 13 mujeres. 9 muestras vinieron etiguetadas como de presentacion
ofidsica, de las cuales solo una pertenecia a un varon. El resto presentaba la

variante parcheada.

La informacion sobre localizacion de la enfermedad también estuvo
limitada, con 30 pacientes sin este dato. De los pacientes sin alopecia total ni
universal, 7 tenian los parches localizados en la barba, 2 en la barba y el cuero
cabelludo, una de las pacientes de la variante parcheada tenia afectacioén en
las cejas ademas de distintas zonas del craneo; y una de las que presentaban
ofiasis tenia afectacion en las cejas y el pubis. El resto tiene descrita solo
afectacion en el cuero cabelludo.
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Los pocos casos de variantes distintas a la parcheada y los muchos
casos que nos llegaron sin informacién sobre la variante de alopecia sufrida
nos impidieron realizar un estudio diferenciado por variantes, por lo que solo se

puede tener en cuenta la presencia o no de alopecia areata.

20 pacientes nos llegaron sin informacion sobre su edad. Las edades del
resto siguen una distribucion normal, segun el test de Kolmogorov-Smirnov,
tanto en conjunto como tomando a ambos sexos por separado, con un rango
de entre 8 y 80 afios. Ademas, con una ANOVA determinamos que las edades

medias de los pacientes masculinos y femeninos son iguales.

2 Extraccion de ADN y cuantificacion

A la sangre, conservada en anticoagulante EDTA, de pacientes y
controles se le extrajo el ADN usando el BioRobot GenoVision M-48
(QUIAGEN, Hilden, Germany) y el kit de extraccion de ADN MagAttract DNA
Blood Mini M48 (QIAGEN, Hilden, Germany).

El fundamento de esta extraccion se basa en bolitas de hierro
magnéticas recubiertas de silice, con capacidad de unirse quimicamente al
ADN en presencia de un agente caotropico. Gracias a esta union y a un
separador magnético, el material genético se separa del resto de componentes

celulares.

El lavado se realiza primero en dos pasos con diferentes tampones de
lavado, que aumentan la pureza del ADN que hemos extraido y eliminan
contaminantes residuales. Un tercer lavado con agua purifica aun mas la

muestra.

El ADN purificado se centrifuga un minuto a méaxima velocidad para
eliminar bolitas magnéticas residuales, que pueden afectar la lectura de la

absorbancia. Estas forman un pellet facil de descartar.

La cuantificacion se realiza sobre ADN eluido en 200 ul de agua
destilada libre de RNAsas. El instrumental usado es NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, Walthman, MA, USA), en el que se mide la absorbancia a una

longitud de onda de 260 nm. Una absorbancia de 1 equivale a 50 ug/ml de
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ADN, y las lecturas se consideran precisas si su valor se encuentra entre 0.1y
1.

Para calcular la pureza del ADN se divide el valor de la absorbancia a
260 nm entre el de la absorbancia a 280 nm. El valor de esta relacion en el
ADN puro esta en torno a 1.7-1.9. Cuando la muestra no cumplio con esta

condicion, se repitié la extraccion de ADN.

3 Estudio de microsatélites de MICA

3.1 PCR

Se amplifico la region transmembrana de MICA en nuestros pacientes
mediante una PCR. A partir del ADN gendmico extraido en el paso anterior, se
usaron cebadores de secuencia 5-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3 (forward)
y 5"-CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3" (reverse), para dar un fragmento de
una longitud de entre 179 pb (para el alelo MICA-A4, con 4 repeticiones del

triplete CGT) y 194 pb (para A9, con 9 repeticiones).
Los reactivos usados para la PCR y sus cantidades fueron:

e 2 ul de ADN purificado con concentracion entre 50 y 100 ng/pl
e 4.5 ul de agua destilada libre de RNAsas

e 7.5 ul de AmpliTaq Gold 360 Master Mix de Applied Biosystems
e 0.3 pul de cebador forward y otros 0.3 ul de cebador reverse,

suministrados por Applied Biosystems
Las condiciones de PCR fueron

Un paso inicial de desnaturalizacion de 7 minutos a 95°C
Un paso de desnaturalizacion de 1 minuto a 95°C

Un paso de union de cebadores de 1 minuto a 59°C

Un paso de amplificacién de 1 minuto y 40 segundos a 72°C

Un paso final de 10 minutos a 72°C

o0k~ N PR

Pausar a 4°C

Los pasos de 2 a 4 se repiten un total de 36 veces ciclicamente.
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El termociclador usado para la PCR fue el modelo GeneAmp PCR
System 9700 de Applied Biosystems.

Figura 22: Termociclador GeneAmp PCR System 9700..

3.2 Analisis de Fragmentos

Una vez terminada la PCR, se prepara la muestra para el secuenciador.
Para ello, se toman 2 pl del amplificado en otro tubo, afiadiéndole 9.25 pul de
formamida y 0.25 ul de Liz500, que es el estandar de tamafio (de 500 pb

marcado en naranja-L1Z).
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TP Neos

Figura 23: Secuenciador ABI Prism 3130 XL Genetic Analyzer.

El secuenciador usado es un ABI Prism 3130 XL Genetic Analyzer de
Applied Biosystems, con un software GeneMapper 4.0 de Applied Biosystems
para determinar el tamafio en nucle6tidos de los fragmentos obtenidos. La
metodologia consiste en una electroforesis capilar (con 16 capilares) a través
de un polimero POP-7 de Applied Biosystems, que sirve de matriz de

separacion.

4 Tipaje de HLA

4.1 PCR

Los distintos loci de HLA estudiados (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR y
HLA-DQ en este caso) se amplificaron para su tipaje por PCR a partir del ADN
extraido en el paso 1. El objetivo es tener unos 80 ng de ADN por muestra, que

dependiendo de la concentracion obtenida seran aproximadamente entre 2 'y 3

ul.

Al ADN se afladen 6 ml de primer mix, especifico del locus a amplificar;
0.20 ml de GoTaqg Hot Start Polymerase M500B de Promega, y agua sin

nucleasas hasta completar un volumen de 20 pl.
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Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Un ciclo de 3 minutos a 95°C

Un paso de desnaturalizacion a 95°C de 15 segundos
Un paso de union de cebadores a 60°C de 30 segundos
Un paso de elongacion a 72°C de 30 segundos

Los pasos 2-4 se repiten en un total de 12 ciclos

Un paso de desnaturalizacion a 95°C de 10 segundos
Un paso de union de cebadores a 63°C de 30 segundos

Un paso de elongacion a 72°C de 30 segundos

© ©® N o 0 A~ 0 DdPRF

Los pasos 6-8 se repiten en un total de 28 ciclos
10.Un ciclo de elongacién adicional a 72°C de 2 minutos

11.Dejar en reposo a 4°C
4.2 SSO

El tipaje se realizé mediante oligonucledtidos especificos de secuencia
(Sequence Specific Oligonucleotide o SSO) con el kit de Immunocor
LIFECODES HLA-SSO typing kit.

En primer lugar se hibridaron 2.5 pl del amplificado obtenido en la PCR
con 7.5 ul de la mezcla de bioesferas. Estas estan marcadas con fluorescencia,
emitiendo una sefial especifica para cada uno de los loci. La hibridacion se

hace en el termociclador, con las siguientes condiciones:

1. 5 minutos de desnaturalizaciéon a 95°C
2. 30 minutos de unién a 47°C
3. 10 minutos a 56°C

A la mezcla hibridada se afiadié estreptavidina diluida (0.4 ul en 100 pl
de solucion de dilucién), leyendo de inmediato los resultados en la maquina de
Luminex. Para interpretar los resultados usamos el programa de Immunocor
Match It! DNA v1.1.
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Figura 24: Equipo de Luminex.

5 Andlisis estadistico

Se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas por conteo directo.
No se tuvieron en cuenta alelos (tanto de HLA como de MICA) cuya frecuencia
en la poblacién control fuera inferior al 1% para limitarnos a datos con

significancia clinica y simplificar el estudio.
5.1 Descripcién de la cohorte

Se intento clasificar a los pacientes segun su sexo, edad y la variante de
alopecia areata presentada (parcheada, ofiasica, total o universal).
Desafortunadamente, no todas las muestras llegaron con esa informacién y las
pocas muestras con variante total, universal y ofidsica eran insuficientes para

realizar un estudio estadistico por variantes clinicas.
5.2 Estudio caso-control

Se realiz6 un estudio de asociacion de enfermedad mediante un test
de Pearson. Ello requiere una tabla 2x2, y permite calcular Odds Ratio (OR) e
intervalo de confianza (IC). En una de las dimensiones de la tabla se enfrentan

enfermos y controles.

En la otra dimensidn, en el caso de genes bialélicos se enfrentarian
entre si; pero tanto HLA-B como MICA son genes polimérficos, de modo que se
realizaron diferentes calculos para cada alelo (o genotipo, en los estudios
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correspondientes): en cada uno de ellos, la tabla correspondiente enfrentaba la

presencia del alelo de estudio y su ausencia.

Pacientes Controles
Presencia del alelo a b
Ausencia del alelo C d

Esta conversion permite calcular tanto OR como IC como si se tratara de
un locus bialélico. Para referencia del OR, mientras que para dos Unicos alelos
se usaria como referencia el mas frecuente, usamos el alelo de estudio de

cada caso.

El test %2 realiza una comparacioén entre frecuencias observadas y
esperadas, en el que se espera que multiplicar ambas dimensiones de la tabla
dé como resultado el nimero total de casos a estudio en caso de haber
distribucion al azar. De ser asi, la siguiente formula daria como resultado

aproximadamente 1.

(a+b)(a+c)
a+b+c+d

En el caso de que la presencia del alelo de estudio (a+b) influya sobre la

probabilidad de tener la enfermedad (a+c), el resultado distara de 1.

Un requisito adicional para poder realizar el test ¥? es que se cumpla la
regla de Cochran: Es decir, que la frecuencia esperada sea superior a 5 al
menos en el 80% de las celdas. Cuando esto ocurra habra que usar como

alternativa el test exacto de Fisher (en nuestro caso) u otro similar.
5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

El equilibrio de Hardy-Weinberg se basa en el teorema que, en 1908,
formularon independientemente el matematico britanico Godfrey H. Hardy y el
fisico aleméan Wilhelm Weinberg. Segun este teorema, las frecuencias alélicas
y genotipicas de una poblacion tienden a mantenerse constantes en una

poblacion en la que solo estén actuando la segregacion mendeliana y la
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recombinacion de los alelos [171]. En otras palabras, una poblacion esta en
equilibrio de Hardy-Weinberg si se cumplen los siguientes requisitos:
e Sea de tamafio lo suficientemente grande para evitar el efecto de la

deriva genética (fluctuaciones aleatorias en las frecuencias alélicas
entre generaciones en poblaciones pequefas).

¢ No haya un flujo genético causado por migracion.

¢ No haya mutaciones que puedan modificar el acervo genético de la
poblacién.

e Se dé panmixia o apareamiento aleatorio, sin grupos que tiendan a
aparearse entre si.

e No actue la seleccion natural.

El que una poblacién esté o no en equilibrio de ligamiento se determina
estudiando las frecuencias genotipicas con un test * de Pearson, comparando
las frecuencias observadas con las esperadas y tomando como grados de
libertad el nimero de genotipos menos el nimero de alelos. Si algin genotipo
tiene una frecuencia de 0 casos, se usa el Test exacto de Levene-Haldane o la
Prueba de Razdn de verosimilitud, que es la qgue usamos en este caso
concreto. Se ha elegido por tener solo en cuenta los datos observados, y su
verosimilitud es proporcional a la probabilidad teérica de obtener el resultado

obtenido.

De no estar la poblacion en equilibrio de Hardy-Weinberg, se deben
revisar las caracteristicas de la poblacion para asegurarse de que no hay
endogamia ni sujetos que procedan (ellos o sus antepasados cercanos) del
extranjero. También sirve como control de calidad, ya que una posible causa de
gue no se halle equilibrio en la muestra es el haber cometido algun fallo en el

genotipado.
5.4 Desequilibrio de ligamiento

Entre genes como HLA-B y MICA, que estan a corta distancia en el
cromosoma, normalmente existe un desequilibrio de ligamiento (LD, del inglés
Linkage Disequilibrium). Cuando esto ocurre, sus alelos no se segregan
independientemente, teniendo el genotipo resultante una frecuencia distinta a
la esperada en genes que se asocian al azar. El valor de este desequilibrio (D)
se puede calcular como la diferencia entre la frecuencia observada del genotipo
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en el que ambos alelos estan presentes (A1B1) menos la frecuencia esperada
de dicho genotipo si ambos genes (A y B) segregan independientemente, como

muestra esta ecuacion:
D =p(A1B1) — p(A1)p(B1)

Otro factor a tener en cuenta es que el valor de D, en esta ecuacion,
depende de las frecuencias alélicas. Por esta razon se estandariza dividiendo
entre el valor maximo posible que puede dar; obteniendo el estadistico D’, que

usaremaos en su Iugar.

Una alternativa es utilizar en su lugar el coeficiente de correlacion (r?).
Aunque este también da valores entre 0y 1, es mas restrictivo; aunque lo
afecta menos el tamafio muestral. De este modo, si r? es igual a 1 significa que
hay un ligamiento completo, mientras que D’ puede dar 1 aunque no haya
ligamiento si en una de las casillas de la tabla de 2x2 nos encontramos un valor
de 0.

Dado que solo disponemos de informacién sobre el genotipo y
desconocemos la fase gamética, se debe usar el algoritmo EM (Esperanza-
Maximizacion) para calcular las frecuencias haplotipicas esperadas, siempre

gue la poblacién esté en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ante la imposibilidad de obtener un arbol genealdgico genético de cada
paciente, las fases gaméticas se calculan con el algoritmo ELB (Excoffier-
Laval-Balding) [172], lo que nos permitiria calcular unos valores tedéricos para
D,Dyr2

Tras obtener valores para las D, D’ y r? esperadas y mediante el test de
razon de verosimilitudes, se comparan las frecuencias haplotipicas calculadas
por el algoritmo EM con las obtenidas multiplicando las frecuencias alélicas. Si
el p-valor resultante en la razon de verosimilitudes es inferior a 0.05, se

considera que hay desequilibrio de ligamiento.
5.5 Correccién de Bonferroni

En el estudio estadistico se define un error de tipo | (0 o) como la

probabilidad de obtener falsos positivos por rechazar la hipotesis nula siendo
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cierta, y tipo 1l (o B) a la probabilidad de tener falsos negativos por aceptar la
hipotesis nula siendo falsa. Sus valores los define el investigador segun los
riesgos que quiera asumir, y normalmente se considera apropiado un valor de
o que sea inferior a 0.05 en estudios de asociacion de polimorfismos genéticos

con enfermedad.

Al realizar comparaciones multiples esta el problema afadido de que, al
realizar varias comprobaciones individuales, aumenta la probabilidad de
cometer al menos un error. Asi, si se hacen n comparaciones con un o de 0.05,
la probabilidad de no cometer error individualmente es de 0.95, pero en total es
de (0.95)", mas baja de lo que en principio se espera aceptar. Para corregir
este problema existe la correccion de Bonferroni (basada en el principio
descrito por el matematico italiano Carlo Bonferroni y desarrollado para su
aplicacién a intervalos de confianza por la matematica estadounidense Olive
Jean Dunn). Usando esta correccion se usa un valor de significacién corregido

de a/n, y el p-valor debe estar por debajo de este limite.

Hecho esto, el nivel de significacién global del experimento no varia, sino
gue sigue siendo a. La potencia estadistica, por otra parte, se reduce,
aumentando la probabilidad de obtener falsos negativos. Esta es una de las
criticas que se hacen a esta aproximacion, asi como la dependencia del
namero de test realizados. Un trabajo en el que se estudien muchos mas alelos
de un gen que otro, por ejemplo, tiene muchas menos probabilidades de hallar
resultados significativos que un estudio de una seleccién de alelos mas

pequefia aungque se obtengan los mismos resultados.

La correccion de Bonferroni se aplica en este trabajo, al consistir
principalmente en comparaciones multiples. En este caso, mediante el método
de la desigualdad de Bonferroni, en el que en vez de dividir a/n se multiplica

n(p-valor) para mantener a constante entre comparaciones.
5.6 Paquetes estadisticos utilizados

Se usaron los siguientes programas informaticos para el estudio

estadistico:
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Para la creacion de bases de datos usamos Microsoft Office Excel
2007, Microsoft Office Access 2013 y Statistical Package for the
Social Sciences v.15 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA), segun los
requerimientos del paquete estadistico.

Para el estudio descriptivo de los datos (analisis de frecuencias o
tablas de contingencia), ademas de estudios de regresion logistica,
test de normalidad o pruebas no paramétricas usamos el SPSS
v.15.

Para facilitar la construccion de tablas de contingencia y calcular
OR e IC empleamos el programa para analisis epidemiologico de
datos tabulados Epidat v3.1.

Para analizar el EHW usamos el paquete estadistico PopGene
v1.32 (University of Alberta, Canada).

Elegimos el programa Arlequin v.3.1 para calcular haplotipos
usando un algoritmo para datos genotipicos multilocus con fase
gamética desconocida, estimacion de fases gaméticas y el LD.



RESULTADOS
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1 Asociacion de alopecia areata 'y MICA

1.1 Alelos de MICA y alopecia areata

En el test de y? entre alelos de MICA y alopecia areata se obtuvieron los
resultados mostrados en la tabla 1. El alelo mas frecuente en casos y controles
fue MICA*AB, siendo también el que se mostro con frecuencia mas elevada en

los pacientes respecto a los controles, aunque no alcanzo nivel de significacion.

MICA*A4, *A5 y *A5.1, por su parte, mostraron una frecuencia casi

idéntica en casos y controles, siendo MICA*A5.1 el mas frecuente

Si lo hizo MICA*A9, que se mostré con menor frecuencia en los
pacientes (11 casos, un 6.5%) que en los controles (170, un 13.8%). El p-valor
original es de 0.009, pero se tuvo que aplicar la correccién de Bonferroni para
dar un p-valor convertido de 0.045; el cual se mantuvo por debajo de 0.05 (con
un Odds-Ratio de 0.439, que se halla dentro del intervalo de confianza al 95%
de 0.233 a 0.825), lo que consideramos una evidencia suficiente para afirmar

que MICA*AQ tiene un efecto protector frente a alopecia areata.

Controles AA
Alelo n(%) n(%) p-valor p° OR (IC)
MICA*A4 193 (15.6) 24 (14.3) 0.649
MICA*A5 134 (10.9) 20 (11.9) 0.684
MICA*A5.1 314 (25.4) 44 (26.2) 0.835
MICA*A6 423 (34.3) 69 (41.1) 0.084
MICA*A9 170 (13.8) 11 (6.5) 0.009 0.045 0.439
(0.233-0.825)

Tabla 1: Contingencia entre alelos de MICA y alopecia areata. p°: p-valor convertido. OR: odds
ratio. IC: Intervalo de confianza. En amarillo, el resultado significativo tras la correccion de Bonferroni
(multiplicando el p-valor por 5).

1.2 Genotipos de MICA y alopecia areata

Ademas de estudiar los alelos individuales, se compararon también los
genotipos para ver su contingencia con alopecia areata. Estos resultados se
muestran en la tabla 2. En algunos genotipos, al haber combinaciones con
menos de 5 casos en las tablas de contingencia, no se pudo calcular la y? y se

realizé en su lugar el test exacto de Fisher.

En esta comparacién no se hall6 relacién alguna entre genotipos y la

enfermedad, mostrando frecuencias similares a las esperadas en funcion de las
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frecuencias alélicas. Solo el genotipo MICA*A5/A5.1, aumentado de un 3.6%
(22 casos) en controles a un 9.5% (8 casos) en pacientes presento un p-valor
inferior a 0.05, pero la significacion estadistica se pierde al aplicar la correccion
de Bonferroni (de 0.019 pasa a 0.285).

Algunos genotipos (MICA*A4/A5, MICA*A5/A5 y MICA*A9/A9) no
aparecen en los pacientes en absoluto, pero al ser su frecuencia baja en los

controles también no llegan a alcanzar un nivel de significacion suficiente.

Controles AA
Genotipo n(%) n(%) p-valor p°

MICA*A4/A4 12 (1.9) 3(3.6) 0.408*

MICA*A4/A5 18 (2.9) 0 0.151*

MICA*A4/A5.1 58 (9.4) 5 (6) 0.300

MICA*A4/A6 67 (10.9) 10 (11.9) 0.774

MICA*A4/A9 26 (4.2) 3(3.6) 1*

MICA*A5/A5 14 (2.3) 0 0.394*

MICA*A5/A5.1 22 (3.6) 8 (9.5 0.019* 0.285
MICA*A5/A6 43 (7) 10 (11.9) 0.108

MICA*A5/A9 23 (3.7) 2(2.4) 0.757

MICA*A5.1/A5.1 43 (7) 4 (4.8) 0.448

MICA*A5.1/A6 107 (17.3) 20 (23.8) 0.149

MICA*A5.1/A9 41 (6.6) 3(3.6) 0.276

MICA*A6/A6 77 (12.5) 13 (15.5) 0.641

MICA*A6/A9 52 (8.4) 3(3.6) 0.120

MICA*A9/A9 14 (2.3) 0 0.394*

Tabla 2: Genotipos de MICA y alopecia areata. pc: p-valor convertido (multiplicado por 15).

Asterisco: Se realizo el test exacto de Fisher en lugar de »? al haber pocos casos en una combinacion de
la tabla de contingencia.

2 Ligamiento de HLA-B con MICA y alopecia areata

Dado el fuerte desequilibrio de ligamiento descrito entre los loci MICA y
HLA-B, se realizaron un estudio de ligamiento entre ellos y un estudio de
contingencia de HLA-B con alopecia areata en paralelo para evaluar si los

resultados obtenidos para MICA podrian ser debidos a la interferencia de HLA-
B.

2.1 HLA-B y alopecia areata

Los resultados de los test 2 entre los alelos de HLA-B y alopecia areata
se muestran en la tabla 3. Al igual que en el caso de los genotipos MICA, hubo
que realizar un test exacto de Fisher a algunas muestras al haber menos de 5

casos en ciertas combinaciones de las tablas de contingencia.
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El alelo HLA-B14 es significativamente mas frecuente en nuestros
pacientes (19 casos, siendo un 11.7%) que en los controles (67 casos, siendo
un 5.4%), conservandose el nivel de significacion tras aplicar la correccion de
Bonferroni (pasando de un p-valor de 0.002 a 0.042 con un Odds-Ratio de
2.314; dentro del intervalo de confianza al 95% de 1.351 a 3.964). HLA-B38,
por otra parte, aparentemente presentaba significacion estadistica como alelo
protector (presentando O casos frente a los 31 de los controles, que suponian
un 2.5%), pero esta no se conservo tras la correccion, pasando la p de 0.042 a
0.882. Parecido ocurrié con HLA-B45 y HLA-B58, que no se encontraban
presentes en ningun caso de alopecia areata; pero en estos casos su
frecuencia era tan baja en controles también (20 casos y 16 respectivamente; o

1.6% y 1.3%) que no resultaron significativos desde el primer momento.

Control AA
Alelo n (%) n (%) p p° OR (IC 95%)
07 121 (9.8) 15 (9.3) 0.826
08 62 (5.0) 11 (6.8) 0.343
13 26 (2.1) 1 (0.6) 0.356*
14 67 (5.4) 19 (11.7) 0.002 0.042 2.314 (1.351-3.964)
15 62 (5.0) 7(4.3) 0.698
18 129 (10.5) 10 (6.2) 0.087
27 43 (3.5) 8 (4.9) 0.354
35 126 (10.2) 14 (8.6) 0.532
37 13 (1.1) 2(1.2) 0.690*
38 31(2.5) 0 0.042* 0.882
39 17 (1.4) 1 (0.6) 0.712
40 37 (3.0) 5(3.1) 1*
41 15 (1.5) 2(1.2) 1*
44 190 (15.4) 29 (17.9) 0.410
45 20 (1.6) 0 0.156*
49 31(2.5) 7(4.3) 0.195*
50 39 (3.2) 9 (5.6) 0.116
51 113 (9.2) 10 (6.2) 0.208
52 19 (1.5) 3(1.9 0.735*
57 26 (2.1) 3(1.9 1*
58 16 (1.3) 0 0.242

Tabla 3: Alelos de HLA-B y alopecia areata. pc: p-valor convertido. Asterisco: Se realiz6 el test
exacto de Fisher en lugar de »° al haber pocos casos en una combinacion de la tabla de contingencia.
OR: odds ratio. IC: Intervalo de confianza. En amarillo, las filas correspondientes a alelos con los que se
ha hallado desequilibrio de ligamiento. En negrita, el alelo que conserva la significacion tras la correccién
de Bonferroni multiplicando p por 21.

2.2 HLA-B y MICA
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Para cada uno de los alelos de MICA se realiz6 un estudio de ligamiento
con HLA-B (ver Tabla 4, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7 y Tabla 8). Se obtuvieron

varias asociaciones en principio al tener en cuenta las pruebas individuales,

pero siendo estrictos, al haber comparado 20 alelos HLA-B con 5 alelos MICA,

al aplicar la correccién de Bonferroni el p-valor debe ser igual o menor a 5x10*

para ser significativo, lo que reduce el numero de ligamientos significativos para

algunos alelos, especialmente en el caso de MICA*AG, en el que pasamos de
tener un ligamiento significativo con mas de la mitad de los alelos HLA-B a no

tener ligamiento significativo alguno.

MICA*A4
Locus | Observados | Esperados | Desequilibrio | Estandarizado v? p-valor
7 2 2.22 -0.0014 0.0002 0.0287 | 0.8654
8 0 1.63 -0.0101 0.0127 20.524 | 0.1520
13 0 0.15 -0.0009 0.0011 0.1750 | 0.6757
14 0 2.81 -0.0174 0.0231 37.434 | 0.0530
15 0 1.04 -0.0064 0.0079 12.724 | 0.2593
18 10 1.48 0.0526 0.3783 612.829 | 0.0000
27 8 1.19 0.0421 0.2987 483.896 | 0.0000
35 0 2.07 -0.0128 0.0165 26.651 | 0.1026
37 0 0.30 -0.0018 0.0022 0.3522 | 0.5529
39 0 0.15 -0.0009 0.0011 0.1750 | 0.6757
40 1 0.74 0.0016 0.0007 0.1099 | 0.7402
41 0 0.30 -0.0018 0.0022 0.3522 | 0.5529
44 0 4.30 -0.0265 0.0379 61.432 | 0.0132
49 0 1.04 -0.0064 0.0079 12.724 | 0.2593
50 0 1.33 -0.0082 0.0102 16.573 | 0.1980
51 0 1.48 -0.0091 0.0114 18.535 | 0.1734
52 0 0.44 -0.0027 0.0033 0.5316 | 0.4659
53 0 0.44 -0.0027 0.0033 0.5316 | 0.4659
55 3 0.44 0.0158 0.1085 175.755 | 0.0000
57 0 0.44 -0.0027 0.0033 0.5316 | 0.4659
Total 24

Tabla 4: Desequilibrios de ligamiento de MICA*A4. En amarillo, las filas correspondientes a alelos
con los que se ha hallado desequilibrio de ligamiento. En negrita, aquellos que conservan la significacion
tras la correccion de Bonferroni (p-valor inferior a 0.0005).

MICA*AS5
Locus | Observados | Esperados | Desequilibrio | Estandarizado x? p-valor
7 0 1.67 -0.0103 -10.000 20.663 | 0.2725
8 0 1.22 -0.0075 -10.000 14.752 | 0.3538
13 0 0.11 -0.0007 -10.000 0.1258 | 0.7866
14 6 2.11 0.0240 0.2448 91.300 | 0.2105
15 6 0.78 0.0322 0.8393 412.279 | 0.4654
18 0 1.11 -0.0069 -10.000 13.322 | 0.3782
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Tabla 5: Desequilibrios de ligamiento de MICA*A5. En amarillo,

27 0 0.89 -0.0055 -10.000 10.519 | 0.4336
35 2 1.56 0.0027 0.0357 0.1564 | 0.0000
37 1 0.22 0.0048 0.4375 31.008 | 0.7009
39 1 0.11 0.0055 10.000 80.497 | 0.7866
40 0 0.56 -0.0034 -10.000 0.6449 | 0.5398
41 0 0.22 -0.0014 -10.000 0.2531 | 0.7009
44 0 3.22 -0.0199 -10.000 44,154 | 0.1087
49 0 0.78 -0.0048 -10.000 0.9145 | 0.4654
50 1 1.00 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.4047
51 1 1.11 -0.0007 -0.1000 0.0133 | 0.3782
52 0 0.33 -0.0021 -10.000 0.3821 | 0.6370
53 0 0.33 -0.0021 -10.000 0.3821 | 0.0000
55 0 0.33 -0.0021 -10.000 0.3821 | 0.6370
57 0 0.33 -0.0021 -10.000 0.3821 | 0.0000
Total 18

las filas correspondientes a alelos

con los que se ha hallado desequilibrio de ligamiento En negrita, aquellos que conservan la significacion
tras la correcciéon de Bonferroni (p-valor inferior a 0.0005).

MICA*AS5.1

Locus | Observados | Esperados | Desequilibrio | Estandarizado 12 p-valor
7 12 4.07 0.0489 0.1440 233.293 | 0.0000
8 11 2.99 0.0495 0.1954 316.490 | 0.0000
13 1 0.27 0.0045 0.0167 26.985 | 0.1004
14 0 5.16 -0.0319 0.0495 80.261 | 0.0046
15 0 1.90 -0.0117 0.0168 27.280 | 0.0986
18 0 2.72 -0.0168 0.0245 39.741 | 0.0462
27 0 2.17 -0.0134 0.0194 31.380 | 0.0765
35 4 3.80 0.0012 0.0001 0.0154 | 0.9012
37 0 0.54 -0.0034 0.0047 0.7551 | 0.3849
2ie) 0 0.27 -0.0017 0.0023 0.3752 | 0.5402
40 2 1.36 0.0040 0.0027 0.4299 | 0.5120
41 0 0.54 -0.0034 0.0047 0.7551 | 0.3849
44 12 7.88 0.0255 0.0223 36.098 | 0.0574
49 0 1.90 -0.0117 0.0168 27.280 | 0.0986
50 1 2.44 -0.0089 0.0077 12.407 | 0.2653
51 0 2.72 -0.0168 0.0245 39.741 | 0.0462
52 0 0.81 -0.0050 0.0070 11.398 | 0.2857
53 0 0.81 -0.0050 0.0070 11.398 | 0.2857
55 0 0.81 -0.0050 0.0070 11.398 | 0.2857
57 1 0.81 0.0011 0.0004 0.0589 | 0.8083

Total 44

Tabla 6: Desequilibrios de ligamiento de MICA*A5.1. En amarillo, las filas correspondientes a
alelos con los que se ha hallado desequilibrio de ligamiento En negrita, aquellos que conservan la
significacion tras la correccion de Bonferroni (p-valor inferior a 0.0005).
MICA*A6

Locus | Observados | Esperados | Desequilibrio | Estandarizado C2 p-valor
I 1 6.02 -0.0310 0.0475 77.020 | 0.0055
8 0 441 -0.0272 0.0488 79.081 | 0.0049
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13 0 0.40 -0.0025 0.0042 0.6743 | 0.4116
14 13 7.62 0.0332 0.0443 71.743 | 0.0074
15 1 2.81 -0.0112 0.0125 20.330 | 0.1539
18 0 4.01 -0.0248 0.0441 71.419 | 0.0075
27 0 3.21 -0.0198 0.0348 56.393 | 0.0176
35 2 5.62 -0.0223 0.0263 42.583 | 0.0391
37 1 0.80 0.0012 0.0005 0.0822 | 0.7743
39 0 0.40 -0.0025 0.0042 0.6743 | 0.4116
40 2 2.01 -0.0000 0.0000 0.0000 | 0.9954
41 2 0.80 0.0074 0.0187 30.219 | 0.0821
44 17 11.64 0.0331 0.0311 50.306 | 0.0249
49 7 2.81 0.0259 0.0674 109.179 | 0.0010
50 7 3.61 0.0209 0.0347 56.239 | 0.0177
51 9 4.01 0.0308 0.0681 110.359 | 0.0009
52 3 1.20 0.0111 0.0282 45.614 | 0.0327
53 0 1.20 -0.0074 0.0126 20.482 | 0.1524
55 0 1.20 -0.0074 0.0126 20.482 | 0.1524
57 0 1.20 -0.0074 0.0126 20.482 | 0.1524
Total 65

Tabla 7: Desequilibrios de ligamiento de MICA*A6. En amarillo, las filas correspondientes a alelos

con los que se ha hallado desequilibrio de ligamiento Ninguna de ellas conserva la significacion tras la

correccion de Bonferroni (p-valor inferior a 0.0005).

MICA*A9
Locus | Observados | Esperados | Desequilibrio | Estandarizado C2 p-valor
7 0 1.02 -0.0063 0.0074 12.042 | 0.2725
8 0 0.75 -0.0046 0.0053 0.8597 | 0.3538
13 0 0.07 -0.0004 0.0005 0.0733 | 0.7866
14 0 1.29 -0.0080 0.0097 15.680 | 0.2105
15 0 0.48 -0.0029 0.0033 0.5330 | 0.4654
18 0 0.68 -0.0042 0.0048 0.7764 | 0.3782
27 0 0.54 -0.0034 0.0038 0.6131 | 0.4336
35 6 0.95 0.0312 0.1944 314.965 | 0.0000
37 0 0.14 -0.0008 0.0009 0.1475 | 0.7009
39 0 0.07 -0.0004 0.0005 0.0733 | 0.7866
40 0 0.34 -0.0021 0.0023 0.3758 | 0.5398
41 0 0.14 -0.0008 0.0009 0.1475 | 0.7009
44 0 1.97 -0.0122 0.0159 25.732 | 0.1087
49 0 0.48 -0.0029 0.0033 0.5330 | 0.4654
50 0 0.61 -0.0038 0.0043 0.6942 | 0.4047
51 0 0.68 -0.0042 0.0048 0.7764 | 0.3782
52 0 0.20 -0.0013 0.0014 0.2227 | 0.6370
53 3 0.20 0.0173 0.2590 419.588 | 0.0000
55 0 0.20 -0.0013 0.0014 0.2227 | 0.6370
57 2 0.20 0.0111 0.1069 173.146 | 0.0000
Total 11

Tabla 8: Desequilibrios de ligamiento de MICA*A9. En amarillo, las filas correspondientes a alelos
con los que se ha hallado desequilibrio de ligamiento En negrita, aquellos que conservan la significacion
tras la correccion de Bonferroni (p-valor inferior a 0.0005).
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Concretamente, se han buscado ligamientos de los alelos ya
relacionados con alopecia areata, por si esta relacion pudiera explicarse
mediante un ligamiento con otro alelo responsable. Se hallaron equilibrios de
ligamiento irrelevantes para nuestro estudio entre MICA*A4 y HLA-B18, B27 y
B55; entre MICA*A5 y HLA-B35 (desequilibrio positivo) y HLA-B53 y B57
(desequilibrio negativo), y MICA*A5.1 y HLA-B7 y B8.

De entre los alelos de interés, el alelo MICA*A9 se halla en desequilibrio
positivo de ligamiento con HLA-B35 (6 casos observados frente a los 0.95
esperados), B53 (3 casos observados frente a los 0.2 esperados) y B57 (2
casos observados frente a los 0.2 esperados), con un p-valor insignificante en
los tres casos; pero ninguno de los cuales se muestra relacionado con la
enfermedad, por lo que descartamos que su funcion protectora se deba a

ligamiento con HLA-B protector.

HLA-B14, por su parte, muestra un aparente desequilibrio de ligamiento
positivo con MICA*A6 (observados juntos en 13 casos frente a los 7.62
esperados) y negativo con MICA*A5.1 (presente en 0 casos frente a los 5.16
esperados), pero al aplicar la correccion de Bonferroni no mantiene la

significacidn estadistica en ninguno de los dos casos.
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DISCUSION
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1 Relaciones halladas de MICA con alopecia areata

1.1 MICA*A9

En el caso del gen MICA, la Unica relacion estadisticamente significativa
gue hallamos es la de MICA*A9 como alelo con funcién protectora (Tabla 1).
Ademas, como ninguno de los alelos de HLA-B ligados con MICA*A9 tienen
efecto sobre la probabilidad de contraer alopecia areata (Tabla 3 y Tabla 8),
podemos descartar que este resultado sea producto de un ligamiento con un

alelo de HLA-B que sea el auténtico responsable del resultado obtenido.

En el estudio de Barahmani et al., sin embargo, no sélo no se hallé
efecto protector de MICA*A9 contra alopecia areata, sino que incluso su

frecuencia relativa era mayor en pacientes que en controles [155].

La diferencia entre ambos estudios podria deberse a las diferentes
poblaciones estudiadas. Lamentablemente, aunque sabemos que nuestra
poblacién de estudio era espafiola, carecemos de informacion sobre la
procedencia de la composicién étnica del estudio de la universidad tejana. En
el sudoeste de estados unidos, incluida Texas, existe una variedad étnica
considerable, estando mas representados los anglosajones e hispanos, pero
existen también numerosos ciudadanos de otras procedencias. No podemos

saber, pues, si la procedencia es una, otra o0 una mezcla heterogénea.

La significacion clinica de este alelo se ha visto en otras enfermedades.
Un metaanalisis hallé asociacion de MICA*A9 con susceptibilidad a psoriasis
en asiaticos y a artritis psoriasica en europeos [157]. Otras asociaciones son
con carcinoma nasofaringeo [158] y una variante agravada de la fiebre
mediterranea familiar [159]. Ademas, combinado con el haplotipo de HLA
DQ8DRA4, se asocia a diabetes mellitus de tipo | [160].

Por otra parte, MICA*A9 muestra efecto protector contra otras
enfermedades. Esta débilmente asociado con un efecto protector contra artritis
reumatoide en asiaticos orientales, aunque no en europeos [161]. En
combinacién genotipica con MICA*A5 es un factor protector contra cancer en
poblaciones caucasicas, pero no en asiaticos orientales [162].
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De estas asociaciones, son especialmente relevantes las de artritis
psoriasica, psoriasis y artritis reumatoide, que son enfermedades autoinmunes
al igual que alopecia areata (sin olvidarnos de la fiebre mediterranea familiar,
gue es autoinflamatoria) y respaldan la importancia de este alelo en procesos
de tolerancia y autoinmunidad; si bien es llamativo su efecto de factor de

proteccion en unos casos y de factor de susceptibilidad en otros.

Un factor a tener en cuenta es en hecho de que el aminoacido 129 de la
proteina codificada por MICA*A9 es una metionina, y no una valina [151]. Esto
conlleva un aumento de afinidad por NKG2D [151], lo que es facil de asociar a
los estudios en los que causa susceptibilidad a enfermedades autoinmunes y
proteccion contra cancer, pero no tanto a los casos de proteccion contra
enfermedades autoinmunes. En cualquier caso, se desconocen los
mecanismos exactos por los que este polimorfismo afecta a la probabilidad de

contraer dichas enfermedades.
1.2 MICA*A6

Aunque no hemos hallado asociacién significativa de este alelo con
alopecia areata (Tabla 1), el hecho de que Barahmani si lo hiciera [155] merece

un comentario mas extenso.

De los alelos estudiados, MICA*A6 es el que muestra un mayor aumento
en la frecuencia relativa en pacientes respecto a los controles. Aunque no
alcanza significacion estadistica, se queda lo bastante cerca como para
considerarlo interesante tras la asociacion hallada en Texas. ¢,Por qué esta

frecuencia aumentada en pacientes de alopecia areata?

Una posible respuesta esta en el estudio de asociacién de MICA*A6 con
HLA-B14, que si esta asociado con alopecia areata en este estudio (Tabla 3).
De nuevo nos encontramos una asociacion entre dichos alelos que no alcanza
la significacion estadistica (Tabla 7), pero en este caso el p-valor da
originalmente un valor significativo (0.0074). Solo con la correccion de
Bonferroni pierde la significacién, ya que el estudio de asociaciones se
compone de 100 comparaciones individuales, lo que nos obliga a tomar como
no significativo todo p-valor por encima de 0.0005.

80



Como la correccion de Bonferroni se considera en general conservadora,
aunque aceptemos que esta asociacion no es estadisticamente significativa,
podemos considerar el resultado sugerente. Por lo tanto, como la publicacién
tejana no incluia estudio de ligamiento con HLA-B, esto lleva a plantearse la
duda sobre sus resultados; duda que se podria aclarar con un estudio de

ligamiento con HLA-B como el que se ha realizado aqui, realizado a posteriori.

Considerando como posible la asociacion de MICA*A6 con alopecia
areata en otras poblaciones aunque no esté asociada en Granada, es
interesante notar que este alelo esté asociado con la enfermedad de Behcet

[173] y, en chinos han, con artritis reumatoide [174].
1.3 Genotipos de MICA

Al estudiar la relaciéon de los distintos genotipos de MICA con alopecia
areata, queda de especial manifiesto el efecto del reducido tamafio muestral al

gue hemos tenido acceso.

Aunque ningun resultado del estudio genotipico resulté significativo
(Tabla 2), llama la atencién que todos los genotipos que incluyen MICA*A9
muestran una frecuencia relativa menor. Si bien esto se explica por la
presencia del alelo en cuestién, del que si hemos probado un efecto protector
(Tabla 1), es razonable preguntarnos si la homocigosidad para dicho alelo no
puede representar una proteccién aun mayor. En efecto, ninguno de los

pacientes presenta un genotipo homocigoto para MICA*A9.

Obviamente, no esperariamos un resultado diferente si este genotipo
tuviera una funcién protectora (es imposible hallar menos de 0 casos en la
muestra), lo que nos hace pensar que seria un error interpretar este resultado
como una ausencia de dicha funcion, sino como una significacion insuficiente a

causa del limitado tamano muestral.

Este mismo razonamiento es aplicable a los homocigotos para MICA*A5
y para el genotipo MICA*A4/MICA*A5, que también estan totalmente ausentes
en nuestros pacientes (Tabla 2), aunque ninguno de los alelos que los

conforman muestra la menor tendencia protectora contra la enfermedad y, de
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hecho, MICA*A5 se encuentra con una frecuencia relativa ligeramente mayor

en pacientes que en controles (Tabla 1).

No hay que caer en la tentacién, sin embargo, de asumir que al
aumentar el tamafio muestral obtendriamos este mismo resultado con mejor
significacion estadistica. Bien pudiera ser que, con una poblacion base mas

sélida, encontrasemos que este resultado aparente deja de sugerirse.

Algo similar ocurre con MICA*AG, para el cual todos los genotipos que lo
incluyen se muestran con mayor frecuencia en pacientes que en controles
(excepto en el genotipo MICA*A6/MICA*A9), pero también sin significacion

estadistica.

2 Relaciones de HLA-B con alopecia areata

2.1 HLA-B14

HLA-B14 es el Unico alelo en el que hemos encontrado una asociacion
significativa de susceptibilidad a alopecia areata (Tabla 3), y no se ha hallado
desequilibrio de ligamiento significativo con un alelo de MICA que muestre este
mismo resultado. Aunque el objetivo principal de este estudio es buscar la
relacion de MICA con la enfermedad y HLA-B se estudia sobre todo para
descartar que nuestros hallazgos con el otro gen se deban a desequilibrios de
ligamiento, este hallazgo no ha sido descrito antes, por lo que resulta

interesante profundizar en este tema.

HLA-B14 se ha descrito relacionado con susceptibilidad a espondilitis
anquilosante [175, 176], y también a enfermedad de Parkinson postencefalitica
en judios americanos [177], asi como a anemia aplasica pancitopénica grave
en nifios [178]. Todas ellas son enfermedades autoinmunes, pero también se
ha descrito un efecto protector contra la enfermedad de Graves
desencadenada por el estrés [179]. Aparte de los des6rdenes autoinmunes,
también se ha hallado un efecto protector de HLA-B14 contra carcinoma
nasofaringeo [180].

Como se ha visto antes, HLA-B14 se mostraba una frecuencia menor
junto a MICA*A5.1 y mayor junto a MICA*A6 (Tabla 6 y Tabla 7), aunque en
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ambos casos pierde la significacion al aplicar la correccion de Bonferroni
correspondiente a las 100 comparaciones. Curiosamente, son estos alelos los
gue Barahmani hall6 relacionados con alopecia areata en conjunto (MICA*A6) y
con la variante parcheada (MICA*A5.1) [155]. Sin animo de repetir lo ya
comentado sobre la posible repercusiéon de un desequilibrio de ligamiento en
dicho estudio, cabe destacar que el aparente desequilibrio de ligamiento
pondria en duda no unode sus resultados, sino los correspondientes a ambos

alelos.
2.2 HLA-B38, B45y B58

Con estos alelos de HLA-B ocurre algo similar a lo que nos encontramos
con el genotipo homocigoto para MICA*A9: No los encontramos en ninguno de
nuestros pacientes (Tabla 3), pero el estudio no alcanza un nivel de
significacién apropiado (con B38 se acerca, pero deja de ser significativo al
aplicar la correccion de Bonferroni) para asegurar que tengan una funcion
protectora, aunque su ausencia en pacientes es el resultado mas aproximado

posible a la hipétesis de que si tienen dicha funcion.

3 Comparacioén entre estudios

Como ya se ha visto, el estudiar o no HLA-B junto a MICA es una
herramienta crucial para descartar la influencia del ligamiento entre dos genes
gue, siendo muy proximos, se han descrito previamente como relacionados con
la enfermedad [154].

De este modo, aunque sabemos que el efecto protector que hemos
hallado en nuestra poblacién de MICA*A9 contra alopecia areata no se debe a
desequilibrio de ligamiento alguno (Tabla 1, Tabla 3 y Tabla 8), el hecho de que
el estudio hecho en Texas no tomara la precaucion de estudiar HLA-B [155]
nos lleva a preguntarnos si las asociaciones que hallaron se pueden deber a
HLA-B mas que a MICA.

83



84



CONCLUSIONES

e Existe un efecto protector del polimorfismo STR
MICA*A9 contra alopecia areata en la poblacion de
estudio, independiente de su ligamiento con HLA-
B35, HLA-B53 y HLA-B57.

e HLA-B14 resulta ser un factor de riesgo para la
enfermedad, independientemente de cualquier
posible vinculacién con polimorfismos STR en
nuestra serie de pacientes.

e Estos resultados pueden aplicarse a la clinica para
definir la poblacion de riesgo de presentar alopecia
areata en los familiares de primer grado de los

pacientes.
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