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l. RESUMEN 

Se sospecha que existe un mecanismo molecular común que une 

todas las manifestaciones de la Ataxia telangiectasia (A T) y posiblemente se 

trata de un defecto localizado en uno de los genes de la superfamilia de las 

lnmunoglobulinas. Se propone que el gen de la A T codifica una proteína 

que es esencial para la expresión ordenada de genes pertenecientes a esta 

familia . 

Probablemente dicho gen regula el proceso de rearreglo que parece 

ser muy estereotipado en este sistema de genes. 

Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas tienen un 

papel preponderante en el desarrollo y en la forma de operar tanto del 

sistema inmune como del sistema nervioso por lo que cualquier alteración 

en su expresión produciría una pleyade de signos y síntomas como los que 

caracterizan al fenotipo de la A T. 

Una de estas características es la deficiencia de la lnmunoglobulina 

A (IgA) la cual parece asociarse con haplotipos extendidos de Complejo 

Principal de Histocompatibilidad (MHC). 

Este trabajo busca la existencia de haplotipos extendidos en 

pacientes mexicanos con AT. 
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11. ANTECEDENTES 

Muchos de los defectos genéticos que dan lugar a deficiencia en la 

formación de anticuerpos y/o a la generación de reacciones de inmunidad 

celular fueron detectados desde 1950, momento que coincidió con el empleo 

antibióticos, de Inmunoglobulinas, e incluso con el empleo de injertos de 

médula ósea, o de Timo, procedentes de donadores normales. Los estudios 

de estas deficiencias inmunológicas han sido útiles para aclarar los 

mecanismo que intervienen en las respuestas inmunológicas normales, de 

forma parecida al estudio de las mutaciones que siervieron pra establecer 

las numerosas vías metabólicas. 

La clasificación de muchos de los síntomas clínicos resulta difícil, 

sin embargo es posible reconocer algunos patrones clínicos característicos 

como ocurre en el caso de la enfermedad llamada Ataxia Telangiectasia 

(AT). 

La A T se considera una enfermedad hereditaria autosómica recesiva, 

la cual como su nombre lo indica se caracteriza por manifestaciones clínicas 

de ataxia cerebelosa y telangiectasias, éstas se inician desde el primer año 

de vida y tiene evolución progresiva e irregular.(!). 

De manera consistente en estos pacientes se ha demostrado 

inmunodeficiencia de grado variable la cual puede condicionar problemas 

infecciosos, principalmente respiratorios así como también una incidencia 

elevada de padecimientos malignos. Los síntomas se descubren hasta la 

infancia, donde el niño intenta caminar, en esta etapa aún la mente no está 

afectada.La inmunodeficiencia se aprecia en forma de ifecciones recurrentes 

y crónicas tanto de pulmones como de bronquios, además algunos de los 

pacientes sufren también de meningitis, osteomielitis ó incluso de 
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septicemia todo ello es característico de la inmunodeficiencia debida a 

hipogamaglobulinemia. 

Al llegar a la adolescencia se pueden presentar anomalías endócrinas 

como la disgenecía gonadal, diabetes resistente a la insulina y también 

anormalidades de la función hepática. Estos pacientes tienen a su vez 

tendencia al desarrollo de linfomas, los que eventualmente son causa de 

muerte . El padecimiento tiene mal pronóstico, ya que el sistema nervioso 

central se afecta en diversas regiones, particularmente en el cerebelo, 

llegando por lo tanto a estados de invalidez física importantes (2). Se sabe 

que este trastorno es debido a un defecto de maduración que se expresa a un 

mismo tiempo en los diferentes Sistemas (Nervioso, Endócrino e 

Inmunológico) dando lugar al cuadro que caracteriza a este síndrome. 

Las diferencias fundamentales entre la inmunidad celular y la 

humoral se han establecido a partir de estudios clínicos en pacientes con 

deficiencia masiva de este sistema, éstas se describen más adelante . 

Esta enfermedad se hereda en forma autosómica recesiva, la 

anormalidad afecta tanto a linfocitos T como a linfocitos B y a las células 

precursoras. Un 80% de los pacientes carecen de IgA sérica y secretora; las 

inmunoglobulinas IgM e IgG por su lado están en concetraciones normales. 

La concentración de lgA es tan solo de 1/5 de la concentración normal : 

como se sabe, en el hombre como en los otros mamíferos, la lgA es la 

inmunoglobulina principal en las diversas secreciones (leche, mucosa 

respiratoria e intestinal, saliva, lágrimas). Las células productoras de IgA se 

concentran en el tejido subepitelial de las glándulas exócrinas y ejercen su 

acción frente a los antígenos de manera local. Los anticuerpos IgA 

secretados parecen ser importantes para la protección de las superficies 

mucosas frente a la invasión de microorganismos patógenos. La IgA existe 

A.TAXL4 TEUNGIE.CTASIA 3 



en el suero en forma de monómero, mientras que la IgA exócrina es 

generalmente un dímero. Después de la destruccción de los puentes 

disulfuro, todos los tipos de lgA tienen cadenas pesadas y ligeras en 

proporciones idénticas, tienen también una cadena J por cada 4 cadenas 

ligeras. La lgA exócrina posee una cadena polipeptídica cuya función se 

desconoce, pero es probable que este fragmento sea responsable de la 

resistencia extraordinaria de la IgA a la degradación por las enzimas 

proteolíticas, lo que contribuiría a su persistencia en las secreciones 

intestinales (2). En los estudios realizados a familiares de pacientes con At 

se encontró ·que ellos tienen mayor incidencia de infermedades con 

trastornos inmunes y también procesos malignos asociados con 

inmunodeficiencias (1) Amman y Hong, publicaron datos de la presencia de 

varios autoanticuerpos en el suero de la mayoría de los pacientes (3), 

proponiendo con ello mecanismo autoinmunes involucrados en el deterioro 

progesivo multisistémico, principalmente el que ocurre en el Sistema 

Nervioso Central. El beco de presentar autoanticuerpos, indicaría un 

desequilibrio en el Sistema Inmune, el cual podría expresarse en forma de 

lesión tisular (1). El déficit de IgA es la anomalla inmunológica más 

frecuente. Esta se produce en alrededor de O, 1 % de la población sin que 

necesariamente de lugar a manifestaciones clínicas. En ciertas familias esta 

anomalía se hereda en forma autosómica dominante, mientras que en otras 

lo hace en forma autosómica recesiva. El déficit de IgA se acompaña 

generalmente de anomalías genéticas autosómicas y de la deleción parcial 

del cromosoma 18, que a su vez se asocia con enfermedades congénitas 

como rubeola y toxoplasmosis . A pesar de la gran diversidad de anomalías 

congénitas, los pacientes que presentan deficiencia de IgA, pueden 

presentar un número normal de linfocitos lo que sugiere un bloqueo en la 
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diferenciación de los linfocitos B. (2) Otro aspecto que cabe señalar en esta 

enfermedad es el de que la inmunidad resulte alterada. Este defecto, es el 

que sugirió que fuese pertinente el estudio desde el punto de vista 

inmunogenético, y precisamente es éste el tema del presente trabajo . 

En su Conferencia Nobel de 1931, Landsteiner sugirió que "grupos 

sanguíneos" similares podrían intervenir en la aceptación o rechazo de 

tejidos trasplantados. Esta idea condujo a Gorer a identificar en ratones un 

grupo de antígenos cuya compatibilidad entre el animal donante y el 

receptor mejoraba en forma notoria la sobrevida del injerto, y les asignó a 

dichas estructuras el nombre de Antígenos de Histocompatibilidad. Se sabe 

que éste es el sistema genético más polimórfico de los vertebrados. Está 

ubicado en el humano en el brazo corto del cromosoma número 6, y en e) 

ratón en el cromosoma l 7. La capacidad que presentan ciertos ratones pra 

producir títulos elevados de anticuerpos frente a muchos antígenos, está 

determinada por su Sistema de Histocompatibibilidad que en el ratón se 

llama Sistema H2. 

McDevitt demostró que la capacidad en algunas cepas de ratones 

para resonder a ciertos antígenos, se halla relacionada con los Antígenos de 

Histocompatibilidad.(2,4,5) Los investigadores han encontrado Sistemas 

Principales de Hístocompatibilidad análogos en todas las especies de 

mamíferos estudiados hasta ahora. Aunque el HLA fué identificado 

originalmente por su papel en el rechazo de trasplante, ahora se sabe que las 

proteínas codificadas en esta región del genoma participan en muchos 

aspectos del reconocimiento inmunológico, incluyendo la interacción de 

cédulas de estirpe linfoide . (4) En el Hombre el Sistema de HLA consiste de 

7 Sistemas alélicos codominantes, HLA-A,B,C,DR,DP y DQ. Al producto 

de los loci HLA-A,B,C, se les conoce como antígenos Clase 1, para 
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distinguirlos de la clase 11, que son el HLA-DR, DP, Y DQ, ambas clases 

difieren en su estructura, función y distribución celular. El HLA-A,B,C,son 

expresados en todos los tipos celulares que poseen núcleo, mientras que los 

HLA-DR,DP y DQ son restringidos a ciertas formas celulares que 

intevienen en la respuesta inmune como los linfocitos B (2), monocitos (5) y 

las células endoteliales. 

Las proteínas de la Clase I están compuestas por 2 polipéptidos, el 

polipéptidos,el polipéptido mayor es codificado por el HLA y se haya 

asociado en forma no covalente con el polipéptidos beta-2 microglobulina el 

cual es codificado fuera del HLA en el cromosoma 15 del humano. Las 

proteínas de la Clase II consisten de dos polipéptidos unidos también en 

forma no covalente, se les denomina cadena alfa y cadena beta, ambos son 

codificadas en el HLA. Los genes de la Clase I y Clase II del Sistema de 

HLA, pertenecen al llamado Complejo Principal de Histocompatibilidad, el 

cual incluye también a los genes de Clase III . Algunos de los componentes 

de la clase III son componentes del Sistema del Complemento. Un aspecto 

interesante del HLA, es la capacidad que tiene de controlar la respuesta 

inmune, que d ifiere en cada individuo de acuerdo a los alelos de cada uno 

de los genes, lo que tiene profunda influencia en la resistencia o la 

susceptiblidad a padecer ciertas enfermedades, en particular las 

enfermedades inmunológicas. (6) 
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111. INTRODUCCION 

111.1 EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH) está formado por 

un grupo de genes localizados en el brazo corto del cromosoma seis humano 

(6p21.3) (figura 1). El sistema abarca entre tres mil y cuatro mil pares de 

bases nucleotídjcas y se ha podido localizar gracias a estudios de 

electroforesis pulsada en gel implicando una electroforesis de campo con el 

fin de estudiar megabases de DNA (7 ,8,9). 

Hacia el telómero se encuentra la región clase I del SPH, que tiene 

por lo menos 17 genes relacionados entre sí (10) y que incluye los loci HLA

A, -B y -C. Hacia el centrómero está la región clase 11, que se puede dividir 

en cuatro subregiones (DP,DO/DZ,DQ y DR), cada una por lo menos con 

un par de genes alfa y beta (11). Dentro de la región clase 11 se incluyen los 

determinantes HLA-DW, los cuáles se determinan por cultivo mixto de 

linfocitos (12). Ente las regiones clase I y clase U, se encuentra la región 

clase III, cuyos genes cofifican para los componentes del complemento C2, 

factor B(fB), C4A y C4B, así como los genes estructurales de la 21-

hidroxilasa A Y B (21-0H y 21-0HB). 

Dentro del SPH se incluyen el gen de la glioxalasa l, el más 

centromérico de todos, los genes del factor de necrosis tumoral alfa y beta 

(TNF-y TNF-beta), que estan entre el filA-B y la región clase IIl y el gen 

de una proteína con estructura periódica no común llamada DR, que se 

encuentra entre el gen del factor B y el de C4A. 

Recientemente se han encontrado otros cinco genes asociados al 

locus HLA-B, llamados "transcritos asociados a B", que son BAT-1 ,-2 ,-3.-4 
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y -5 , así como también un gen llamado B-114 que es análogo a un gen con 

igual nombre que el del ratón (13). En 1989 se encontraron dos loci de la 

proteína de "choque térmico, HSP70- l y HSP70-2, situado ente los genes de 

clase III y del factor de necrosis tumoral (9). 

Los genes clase I, II y III se heredan de manera mendeliana 

codominante. Las moléculas clase I se expresan en la membrana de todas 

las células nucleadas del cuerpo, excepto en neuronas y trofoblastos 

maduros y son dificiles de detectar en eritrocitos . De los tres loci de clase I 

clásicos, HLA-A, -B y -C, el locus de C es el que menos adecuadamente se 

expresa. Las moléculas clase Il se expresan sólo en ciertas cédulas como 

macrófagos, linfocitos B, células endoteliales, células dendríticas y células 

de Langerhans. No se expresa en linfocitos T no activados, pero su 

expresión puede inducirse con mitógenos ó estímulos antígeno específico. 

Ni los eritrocitos maduros ni los granulocitos expresan moléculas de clase JI 

(14). 

La frecuencia de recombinación genética dentro del SPH es muy baja 

(menos de 2%) debido a que este conjunto de genes ocupa solamente unas 

3,800 kb. el entrecruzamiento entre cromosomas homólogos que incluyan a 

los genes HLA-A y B ó a HLA-B y -DR ocurre una frecuencia un poco 

menor de l % del total de meiosis (15). Por esta razón el complejo génico 

puede considerarse como una sola unidad genética. 

Los alelos de los loci del SPH de un cromosoma en particular 

constituyen un haplotipo (el genotipo de un individuo está dado por dos 

haplotipos, uno de origen materno y otro de origen paterno). Una 

combinación dada de alelos de los loci ffi , C2, C4A y C4B forman un 

llamado complotipo (16) o haplotipo de genes del complemento. 
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a) Genes clase 1 

Los antígenos de clase I son mediadores de la eliminación alogénica 

y de la restricción de linfocitos T efectores (17). Se constituyen de un par 

de cadenas polipeptídicas unidas no covalentemente: una cadena pesada 

alfa, que es glicoproteica, transmembranal de 45 kilodaltones (kd) y una 

cadena ligera beta, también glicoproteica, de 12 kd. La cadena alfa es 

polimórfica y es codificada por el HLA -A, -B ó -C y la cadena beta, 

monomórfica, es la cadena beta2-microglobulina, codificada por un gen en 

el cromosoma 15. 

La estructura de los antígenos de clase I del SPH, se dedujo 

inicialmente a partir de la determinación de la secuencia del material 

purificado de una línea celular humana linfoblastoide (18) . Estas moléculas 

tienen dominios extracelulares, una región transmembranal y una cola 

citoplásmica corta (figura 2). Se ha podido encontrar además la estructura 

tridimensional de una molécula clase 1, el antígeno HLA-A2 por medio de 

cristalografia de rayos X (19). 

La cadena pesada alfa consta de tres dominios externos (alfa 1, alfa 2 

y alfa 3). Los dominios alfa I y alfa 2 son los más distales a la membrana 

celular y son los que contienen los residuos polimórficos. Estos dos 

dominios conforman el sitio de unión a un antígeno (20), que es de esta 

forma presentado por la molécula de HLA al receptor del linfocito T. 

Koller y colaboradores (1989) construyeron un mapa de los genes 

clase I, que incluye 6 loci: HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-A, HLA

F(5 .4 )/HLA-G(6.0) y HLA-9.2p. Abarca en total 11 centimorgans (figura 1). 

El gen de la cadena alfa tiene ocho exones: el exón 1 codifica para el 

líder; el exón 2, para el dominio alfa l; el exón 3, para el dominio alfa 2; el 
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exón 4, para el dominio alfa 3; el exón 5, para la región transmembranal y 

parte de la citoplásmica: los exones 6 y 7, para partes de la región, 

intracitoplásmica y el exón 8, pra el extremo 3', no traducido (18). 

La mayor diversidad de aminoácidos de los antígenos de la clase l se 

halla en diferentes sitios en los dominios alfa 1 y alfa 2, lo que se ha 

confirmado con experimentos de transfecciones génicas y por medio de 

reconocimiento con aloanticuerpos (17). 

El dominio alfa 3 esta muy conservado. El polimorfismo de estas 

moléculas es mayor que el de las regiones variables de las inmunoglobulinas 

y la mayoría de las posiciones está en los residuos que van desde el 1 hasta 

el 194. 

En el humano se han detectado por serología alrededor de 23 alelos 

del locus HLA-A, 49 de HLA-B y se estima que al encontrarse más subtipos 

de cada alelo, aumentará a 50 para el HLA-A y a mas de 100 para el HLA-B 

(21 ). 
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b) Genes clase 11 

Los antígenos de clase 11 son determinantes en las generación de 

respuestas proliferativas de linfocitos T en cultivo mixto de linfocitos (18) y 

pueden presentar antígenos al receptor de linfocitos T. Estas moléculas se 

encontraron como impurezas en preparaciones de antígenos de clase l. Se 

constituyen (figura 2) de dos cadenas glicoproteicas unidas no 

covalentemente, una pesada alfa monomórfica, de 33 kd y una cadena ligera 

beta polimórfica, de 28 kd ( 11 ), ambas codificadas por loci del HLA. Las 

moléculas de clase JI tienen cuatro dominios externos; alfa l, alfa 2, beta 1 y 

beta 2: Jos dominios alfa 1 y beta 1 son polimórficos. Ya se tiene la 

estructura tridimensional por cristalografia de rayos X, de las moléculas de 

clase JI, (22). 

Las moléculas de clase II tienen asociada a la cadenas alfa y beta 

una glicoproteína transmebranal de 31 kd, conocida como cadena gama o 

cadena invariante. Esta cadena no se detecta con anticuerpos en la 

superficie celular, por lo que se piensa que se disocia del complejo entre el 

paso por el aparato de Golgi y el arribo a la mebrana celular (23). 

De las cuatro subregiones de las moléculas de clase 11 (figura 3), la 

subregión DP consta de dos pares de loci alfa y dos beta, de los cuáles 

DPalfa2 y DPbeta2 parecen ser pseudogenes (genes que no codifican para 

proteínas). La subregión DZ/DO se constituye de los genes DZalfa y 

DZbeta, pero como estos dos loci estan separados por varios cientos de 

kilobases, quizás no formen un dímero alfa/beta (11). La subregión DQ 

tiene dos genes alfa y dos beta: incluye dos genes DQ y DX (24 ) . La 

subregión DR tiene cuatro genes beta: el betal codifica para fas variantes 

del DR de DR 1 al DR 18, el beta2 es pseudogen, el beta3 codifica para el 
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determinate 0Rw52 y el beta 4 para el determinante DRw53. Hay un gen 

DRalfa no polimórfico. Se expresan tres tipos de productos de clase 11; 

DP,DQ y DR. No hay evidencias de que DZalfa y DObeta se expresen 

como proteínas, aunque se ha encontrado ARNm normalmente 

poliadenilado, de ambos genes, en células B. Pueden formarse pares de 

cadenas DQalfa y DQbeta en "trans", es decir,la cadena alfa 1 y beta 1 

codificadas cada una por uno de los dos cromosomas homólogos de un 

individuo. También se pueden combinar productos de diferentes loci, como 

DRalfa y DQbeta, en ratones transgénicos ( 11 ). 

Los genes de la cadena alfa de clase II tiene cinco exones: el exón 

codifica para la región 5 no traducida: los exones 2 y 3, para los dominios 

alfa 1 y alfa 2; el exón 4, para el péptido que conecta una cadena con la 

otra, la región transmembranal , la cola citoplásmica y parte de la región 3' 

no traducida; el exón 5 codifica para el resto de esta región (11 ). Los genes 

de la cadena beta de clase II tienen seis exones, los primeros 5 análogos a 

los exones de clase I, con la diferencia de que la cola citoplásmica por los 

exones 4, 5 y 6. 

El polimorfismo de las moléculas de clase 11 se encuentra en las 

cadenas beta de los antígenos HLA-DP,-DQ Y DR. Los residuos 

polimórficos están en cuatro cúmulos en los dominios beta! de DQ y DR, 

así como en un cúmulo en alfa! de DQ. el polimorfismo de la cadena 

DPbeta es limitado (18). 

El polimorfismo alélico de los antígenos de clase 1 y 11 se reconoce 

fenotípicamente por serología. 

Las variantes de HLA-Dw se detectan por cultivo mixto de 

linfocitos. El polimorfismo genotípico se reconoce mediante secuenciación 

de nucleótidos y análisis de fragmentos de restricción (25) . 
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e) Genes clase 111 

Los genes clase III del SPH, después del HLA, forman el conjunto 

de marcadores genéticos más polimórfico del humano (26). 

Los cuatro loci de esta región (C2, factor B, C4A y C4B), se heredan 

en bloque, pues al analizar varios centenares de meiosis informativas, se ha 

observado que no hay intercambios genéticos entre ellos (27 ,28). 

Las moléculas C2 y el factor B son glicoproteínas de una sola cadena de 

l 02,000 y 90,000 Daltones respectivamente y circulan en el plasma en 

fonna de pro-enzimas (29). Se sintetizan en el hígado y en las células de la 

línea monocito/macrófago. 

Ambas moléculas parecen tener tres dominios globulares. 

La molécula de C4 (figura 4), pesa 200 kd y tiene tres subunidades 

unidas por puentes disulfuro: alfa (95kd), beta (75kd) y gamma (30kd). Se 

sintetiza como una sola cadena en el orden beta-alfa-gamma que luego se 

glicosila y se procesa intracelularmente: se concreta como una estructura de 

tres cadenas (30). 

La enzima 21-hidroxilasa es un citrocromo P-450. Cuando está 

ausente total o parcialmente provoca un defecto en el metabolismo 

esteroideo y causa hiperplasia adrenal congénita. Se sintetiza en la glándula 

suprarrenal . 

Se ha podido hacer un mapa molecular de los genes de clase III, 

gracias al aislamiento de clonas de cósmidos que los contienen y se ha 

establecido el orden relativo de los loci de C2, ffi y C4. Esta región ocupa 

aproximadamente 120 kb. El orden de los genes, del centrómero al 

telómero, es 21-0HB, C4B, 21-0H, C4.-.,ffi y C2. 

El gen del ffi tiene dieciocho exones, caso semejante al del gen de 
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C2. La organización de los exones de fB revela una relación estructural y 

evolutiva, a nivel de organización génetica, entre esta proteína y otras 

proteasas de serina (29). Existen dos variantes principales de fB, detectadas 

por medio de electroforesis de plasma, en gel agarosa, más inmunofijación: 

F y S. Existen dos variantes menores, Fl y S 1 y catorce variantes muy raras 

(figura 5). 

La variantes de C2 se pueden detectar mediante isoelectroenfoque de 

plasma o suero y un ensayo hemolítico. Los patrones de C2 constan de dos 

bandas prominentes de lisis y de dos o tres bandas adicionales ácidas o 

básicas . La variante común de C2 se llama C, la básica rara es B y la ácida 

A (figura 6, 7). 

Hay dos loci para C4 en el humano (28). Producen proteínas 

similares que difieren serológica, estructural y funcionalmente entre sí. 

Los antígenos del grupo sanguíneo Chido y Rodgers se encuentran en 

los productos de los genes de C4B y C4A respectivamente. El polimorfismo 

estructural de C4 es mayor que el de C2 o fB y es el que proporciona el 

polimorfismo de los complotipos (30) . Los alelos de cada locus de C4 se 

designan con números según la movilidad electroforética del cátodo al 

ánodo. El nombre de un alelo está dado por; nombre del locus, un asterisco 

y un número o el símbolo "QO" si el alelo es nulo (28).Figura 7 (pag.21 ) . 

Existen alelos nulos de C4A y C4B. Alrededor de la mitad resultan 

de pérdidas de ADN que incluyen a C4A y 21-0H o a C4B y 21-0HA o a 

C4B y 21-0HB, no se ha visto pérdida de C4A y 21-0H. Los alelos nulos 

que no se deben a pérdidas de ADN probablemente resultan de varios 

defectos en la transcripción o la traducción (30). 

Los dos loci de la 21-hidroxilasa, 2 l OHA Y 21-0HB, se encuentran 

en dirección 3', junto a los loci de C4A y C4B,respectivamente (31,32). 
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Se ha sugerido que los genes de la 21-hidroxalasa se duplicaron 

junto con los dos genes de C4. 

Sólo el locus 21-0HB es importante para la biogénesis de esteroides 

(31 ). 

d).-Desequilibrio de Unión y haplotipos extendidos 

La frencuencia de los diferentes antígenos y haplotipos del SPH 

varía de una población a otra y algunos de el ellos son característicos de 

ciertos grupos étnicos. 

Pueden existir alelos de dos o más loci que se encuentran juntos con 

mayor frecuencia a la esperada que si su asociación ocurriera al azar. Este 

fenómeno se llama desequilibrio de ligamiento o de unión y se presenta en 

el SPH(32). Esta es una característica del sistema de HLA en todas las 

poblaciones estudiadas y es el fenómeno generalmente responsable de los 

haplotipos más frecuentes. 

Como el desequilibrio de unión entre los loci del HLA se extiende a 

otros genes de la región, se forman haplotipos que incluyen entonces a los 

genes clase 1, 11 y 111 y al gen de la glioxalasa l. Se pueden observar tales 

grupos de ligamiento extendido al analizar haplotipos completos de SPH 

(32) . Por ejemplo en los individuos de raza blanca, el haplotipo HLA-Al, 

BS, SCO l , DR3, DQ2 se asocia con la diabetes insulinodependiente, la 

tiroiditis autoinmune, el lupus eritematoso generalizado, la hepatitis crónica 

activa y algunas formas de glomerulonefritis primaria. Otro baplotipo es el 

HLA-A2, B7, SC31, DR2, DQ 1 que se asocia con esclerosis múltiple; otro 

más es el HLA-A2, B44, FC31 , DR7, DQ2 que se asocia con enfermedad 

celiaca. 
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IV. HIPOTESIS 

Existe un haplotipo extendido autóctono asociado con Ataxia 

telangiectasia en pacientes mexicanos . 
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V. OBJETIVOS 

1.- Tipificar la expresión de los genes Clase l, Clase 11 y Clase III del 

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) en pacientes y 

familiares con Ataxia telangiectasia de origen mexicano. 

2.- Comparar estos resultados con los haplotipos encontrados en 10 familias 

mestizas definidas como poseedoras de haplotipos extendidos 

autóctonos. 

3.- En caso de no encontrar un haplotipo extendido autóctono en las 

familias mexicanas con AT buscar la presencia de haplotipos extendidos 

de otro origen como son caucásicos y japoneses. 
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CAPITUIO VI 

AIATERIAL ~ Y .M"ETODOS 

1 
VJ.1 Maestra. 

Vl.2 Ttptficaclón de las moléculas clase 1 J 11. 

vt.3 Tlpiflcadón de las moléculas clase 111. 

a) Factor B. 

b) Cuarto componente del complemento. 

e) Segando componente del complemento. 

VJ.4 Análtsls Estadfstlco. 
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VI. MATERIAL Y METODOS 

Vl.1 MUESTRA 

El estudio incluye a 4 familias (personas emparentadas en primer 

grado: padres, hermanos . Residentes en la República Mexicana con una 

generación nacida en México según la información proporcionada por los 

familiares . 
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Vl.2 TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS DE CLASE 1 Y DE CLASE ll 

~ MATERIALES }'EQUIPO 

Jeringas estériles 

Agujas estériles 

Pipetas Pasteur 

Jeringa Hamilton de disparo constante ( 1 ml) 

Jeringa múltiple Hamilton de disparo constante (5 mi) 

Jeringa múltiple Hamilton de disparo constante (l mi) 

tubos falcon de 50 mil 

Tubos de vidrio, 13xl00 ml 

Tubos fisber 

Cajas Petri 

Cámara de Neubauer 

Balanza analítica 

Microplacas para microlinfocitotoxicidad, Nunc 

Vortex 

Centrifuga refrigerada CU-5000 Damon/JEC Devison 

Centrifuga Fisber 

Microscopio Invertido de Contraste de fases (Zeizz) 

Microscopio óptico 

Negatoscooio 
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-'9- REACTIVOS 

1.-Heparina. 

Se utiliza como anticoagulante, (1000 UI/ml) un 

volúmen de 100 Ul por cada 10 mi de sangre. 

2.-Medio RPMI 1640. 

Medir 950 mi. de agua desionizada en un matraz de 

Erlenmeyer, añadir el contenido de un sobre del 

medio al agua, agitar, a!}adir 2g de bicarbonato de 

sodio, agregar los 50 mi restantes de agua 

desionizada. Ajustar el pH 0.2 a 0.3 unidades por 

arriba del pH deseado (7 .35). Usar NaOH o KCL 

l N para ajustar. Esterilizar por miliporo de 0.22 

micras. Guardar a 4ºC. 

3 .-FicolJ-Hypaque. 

Ficoll 9% en agua destilada 12 partes . Hypaque 

34% en agua destilada 5 partes (Winthrop). La 

densidad de la mezcla deberá ser de 1.076-1078 . 

4 .- La solución amortiguadora salina de fosfatos (PBS) . 

NaCL 15.3 e. 

Na1HPO<i 7.6 e. 

KH1P04 0.252. 

Agua destilada hasta 2 lts. 

Llevar hasta pH 7.4 con HCL 6N. 
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5.- Complemento. 

Obtenido comercialmente de Pel-Freez. (N. 

Deerbrook Tr. Brown Deer. WI) 

6.- Fibra de Nylon-Lana. 

Se utiliza Nylon de Travenol laboratorios, si no se 

cuenta con este material se emplea fibra de nylon 

"celanese" y se trata de la siguiente forma: 

1.- Se lava la fibra con HCL IN 3 veces. 

2.- Se elimina el HCl con agua destilada. 

3.- Se lava 3 veces con NaOH IN. 

4.- Se lava el exceso de álcali con agua destilada. 

5.- Se confirma el pH hasta que el último lavado 

sea igual al del agua. 

6.-Se pone a secar extendida en la estufa a 37ºC. 

Preparación de la columna. 

1.- En una caja petri se peina 0.3 gr. de nylon-lana 

con pinzas o pipeta pasteur. 

2.- El nylon-lana se empaca cuidadosamente en una 

jeringa de IOml. 

~ MATERIAL BIOLOGICO 

1.- Veinte mi de sangre venosa heparinizada . 

2.- Eritrocitos de carnero al 4% en PBS. 

3.- Antisuero de diferentes especificidades anti-
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~ TECNICAS 

HLA obtenidos de diferentes fuentes (C. Six. 

N . Grandville Road, Mequon, WI y Pel-Freez 

N . Deerbrook Deer. WI.). 

a).-Separación de linfocitos por gradiente de Ficoll-Hypaque. 

1.- Se toman 20 mi. de sangre venosa heparinizada . 

2.- Se diluye la sangre con un volumen igual de 

PBS pH 7.4. 

3. - Se colocan 15 mi de ficoll hypaque en un tubo 

de 50 mi de marca falcon y se le agrega la 

dilución de la sangre y el PBS cuidadosamente 

por las paredes del tubo. 

4.- Se centrifuga a 2500 rpm (con un rotor de 10 cm 

de diámetro) 20 minutos a temperatura 

ambiente. 

5 . - Se aspira con pipeta pasteur la interfase 

formada por la capa de mononucleares y se pasa 

a otro tubo. 

6.- El paquete de mononucleares se diluye en PBS 

y se centrifuga a 1000 rpm durante l O minutos 

para eliminar las plaquetas . 

7. - Se descarta el sobrenadan te y el paquete se 

resuspende en PBS y se centrifuga a 1000 rpm 

JO minutos. 

8.- Se repite el paso 7. 
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9. - Se descarta el sobrenadante y el paquete se 

resuspende para ajustar a 5 x 106 cel/ml. 

10.- Estos linfocitos se pueden utilizar para la 

tipificación de moléculas clase l. 

b).-Purificación de linfocitos T y B. 

Para la purificación de linfocitos T y B se utilizan 

tres técnicas diferentes, las tres técnicas con 

inmunofluorecencia para probar pureza de 

linfocitos B. 

"' TECN/CA DE NYLON-LANA 

1. Los linfocitos previamente purificados y 

resuspendidos en 2 mi. de RPMI+ l 0% suero 

bovino fetal (SBF) se colocan en la columna 

de nylon a la que previamente se ha lavado con 

5 mi de RPMI y se ha activado con 10 mi de 

RPMI+l0% SBF durante 30 minutos, hasta 

que todo el líquido penetre en el nylon. 

Inmediatamente después se coloca la columna 

en posición horizontal. 

2. Se incuba horizontalmente 45 minutos a 37ºC. 

3. Se coloca la columna sobre un tubo marcado 

pra los linfocitos T y se deja escurrir el 

contenido. 

4. Se le agregan por la jeringa 30 mi de 
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RPMI+l0% SBF. 

S. Se coloca la columna sobre un tubo marcado 

para los linfocitos B y se agregan 30 mi de 

RPM+SBF 10% frío . 

6. Se centrifugan las células T y B a 1500 rpm 

durante 10 minutos y se ajustan a S x IQ6 

céls/ml. 

NOTA: Al comenzar Ja separación se debe incubar el RPMI a 4ºC y a 

37ºC para que al momento de usarlo tenga la temperatura 

deseada . 

.4 SEPARACION DE CELULAS B POR LIMPHO-KWIK 

Técnica Comercial. 

Para la separación de O.S a 2xI06 linfocitos B. 

l. Obtener de S a 20 millones de linfocitos totales a 

partir de ficoll-hypaque. 

2. Pasar el botón de linfocitos a un tubo de l ml 

marca fisher y centrifugarlo a 1000 g por 

minuto. 

3 . Añadir 0 .8 mi. de reactivo 1 (un anticuerpo 

monoclonal dirigido contra antígenos 

particulares de células T) y mezclar bien. 

4. Incubar a 3 7ºC por l hora en baño maría o 

incubador y mezclarlo ocasionalmente . 

5. Terminada la incubación adicionar 0 .22 mi de 
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RPMI+SBF 10% y centrifugar 2 minutos a 2000 

g. 

6. Descartar el sobrenadante y agregar 0.5 mi. de 

reactivo 2 (fuente de complemento) mezclar 

bien. 

7. Centrifugar a 2000 g. dos minutos. 

8. Retirar el sobrenadante y lavar los linfocitos dos 

veces con RPMI +10% SBF, centrifugarlo a 1000 

g un minuto. 

9. Re suspender con 1 mi de medio el botón celular 

y observar la viabilidad. En caso de presentar 

células muertas remover con DNAsa o gradiente 

de ficoll-hypaque. 

RECOMENDACIONES: Estos reactivos son útiles para 

purificar los linfocitos B de pacientes diabéticos, 

de cáncer no leucémico y donadores cadavéricos. 

su uso no se recomienda en células congeladas y 

muestras de más de dos días . 

..,( SEPARACION DE CELULA S T Y B MEDIANTE LA FORMAC/ON DE 

ROSETAS. 

1. Se utilizan los glóbulos rojos de carnero (GRC) 

de máximo 2 semanas de almacenamiento en 

solución de Alserver's, lavado tres veces con 

PBS y ajustados al 4% con solución salina. 
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2. Los linfocitos ya purificados por ficoll-hypaque 

y resuspendidos en RPMI + l 0% SBF a una 

concentración de 5 x 106 céls/ml son colocadas 

en cajas petri e incubados a 3 7ºC durante una 

hora (para eliminar los macrófagos). 

3. Posterior a la incubación, con pipeta pasteur se 

recolecta el medio con células y se enjuaga la 

caja con RPMI y se recolecta en el mismo tubo. 

4. Se centrifugan las células y se concentran a 10 x 

106 céls/ml en RPMI+l0% SBF. 

5. Se le agrega la mitad de su volumen en SBF. 

6. Se agTega GRC en igual proporción que las del 

volumen inicial de la concentración de células. 

7. Se centrifuga en frío a 1200 rpm durante IO 

minutos . 

8. Se incuba a 4ºC durante 12 a 18 horas. 

9. Se mezcla suavemente la suspensión y se 

deposita un gradiente de ficoll hypaque (todo a 

4ºC). 

10.Se centrifuga a 2000 rpm 20 minutos. 

11.Se saca el anillo de células B. 

12.Se lava con PBS a 1500 rpm durante 15 minutos . 

13.El botón se resuspende en PBS y se centrifuga 2 

veces a 1000 rpm 1 O minutos. 
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.A. ENSAYO DE MICROLINFOCITOTOXICIDAD PARA TIPJFJC4CION DE 

ANTIGENOS. 

CLASE 1 Y 11 (33,34). 

1 . En cada uno de los pozos de las ca3as con 

antisueros se coloca l mi. de la suspensión de 

células T o B según se vaya a estudiar los genes 

clase I ó clase II respectivamente . 

2. Las cajas con antisueros para clase 1 se incuban 

durante 30 minutos y las microplacas para la 

clase II 60 minutos. 

3. Se agregan 5 µl del complemento de conejo 

corespondiente pra cada molécula (I y II) a cada 

pozo. 

4. Las microplacas pra las moléculas clase I se 

incuban durante una hora y las Clase II se 

incuban 2 horas. 

5. Se agregan 2 µl de formalina (formaldehido al 

40% + 0.3g Na2HP04+0. lg NaH2P04) y 3 µI 

de eosina. 

6. Se lee en microscopio invertido, se cuenta el 

número de células vivas y muertas y los 

resultados se informan de acuerdo con la 

siguiente relación: 
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% de mortalidad Número 

o al 10 l 

11 - 20 2 

21 - 40 4 

41 - 80 6 

81 - 100 8 
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VI. 3 TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS CLASE 111 

a).-Factor B (FB) de la via alterna del complemento 

El polimorfismo del factor B se determina mediante la técnica de 

electroforesis de alto voltaje en gel de agarosa e inmunofijación de las 

bandas de proteínas mediante anticuerpo específico (32,35). 

-9-EQUIPO 

~MATERIAL 

l. Cámara para electroforesis Gelman Science. 

2. Fuente de poder Deluxe Gelman Science. 

3. Bomba de agua circulante Thomas Scientific. 

4. Centrifuga CU-5000 Damon/JEC División. 

5. Balanza analítica Sartorius. 

6. Agitador magnético con platina de calentamien

to. 

1 . Rectángulo de película de plástico de 10 x 20 

cms (Gel Bond Marine Callods. Maine USA). 

2. Placas de vidrio de 10 x 20 cms. 

3. Marcos de plástico en forma de "U" de 1 mm de 

espesor. 

4. Papel filtro tipo Whatman No. l. 

5. Aplicador de muestras. 
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6. Micropipetas de 15 y 25 mi. 

7. Sujetadores. 

~REACTIVOS 

l. Amortiguador de barbítal y lactato de calcio 0.05 

M pH 8.6 . 

2. Agarosa Sea-Kem Maine USA al 1 % en 

amortiguador de barbital. 

3 . Solución salina al 9.85% 

4. Glicerol. 

5. Solución de azul de Coomassie al 2.5% (en una 

solución de 45% metano!, 10% ácido acético en 

agua. 

6 . Solución decolorante (metano! al 50% en agua 

destilada más la quinta parte del volumen total 

de ácido acético). 

~ MATERIAL BIOLOGICO 

1. Plasma obtenido con EDT A de 5 ml. de sangre. 

2. Alícuota de hemoglobina humana nonnal. 

3 . Anticuerpos anti-factor B. Atlantic Antibodies. 

(Scarborough, Mo USA). 
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~ TECNICA 

l. Preparación del Gel. 

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una capa de 

glícerol, inmediatamente colocar la película de plástico y presionar para 

sacar las burbujas de aire. Posteriormente colocar el marco de plástico en 

forma de "U" el cual se fija a la placa mediante los sujetadores, una vez 

lista la cámara se vacia· la solución de agarosa caliente y se deja solidificar. 

Ya que se solidifica el gel, se quitan los sujetadores y el marco de plástico, 

se seca con papel filtro la zona donde se aplicaran las muestras. 

2. Aplicación de las muestras 

Con papel filtro Whatman No. l se seca aproximadamente 3 cm. del 

final del gel ( a través de todo el gel) donde se aplican las muestras 

(Cátodo). Repetir el proceso dos veces. Sobre el área seca se coloca un 

aplicador de plástico que tiene perforaciones rectangulares para aplicar las 

muestras (MASK). En la primera perforación se colocan aproximadamente 

l O µI de hemoglobina A que sirve como indicador visual y en las demás se 

coloca el mismo volumen de cada muestra. Se espera hasta que las muestras 

se hayan absorbido en el gel (aproximadamente 15 min.) Se quita el exceso 

de muestra que no penetró con papel Whatman No. l y se retira el 

aplicador de plástico. 

3. Corrimiento de las muestras 

Las placas se colocan sobre las bases enfriadas por agua circulante 

entre 6 y lOºC para evitar el sobrecalentamiento de la agarosa . El contacto 

entre el gel y el amortiguador electrodo se realiza mediante una mecha 
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constituida por 4 hojas de papel filtro Whatman No. l (del mismo ancho que 

la placa del gel) perfectamente humedecida en el amortiguador. Una de las 

puntas de la mecha se "coloca atrás de lás muestras y la otra a l cm final del 

gel entre las dos mechas debe haber una distancia de 6.5 cm. 

La superficie del gel se cubre con un vidrio para prevenir 

desecamiento y la electroforesis se lleva a cabo a 350 V (75 mA) hasta que 

la hemoglobina haya migrado hasta la segunda mecha (alrededor de 3 

horas) . 

4. lnmunoprecipitación 

Las bandas del factor B migran en una zona de 3 a 3.5 cm del origen. 

En esta zona debe aplicarse el antisuero especifico anti-fB humano. 

Se incuba el gel durante 1-2 hrs. a temperatura ambiente en una 

cámara húmeda horizontal. 

Se enjuaga posteriormente el gel con agua destilada y se cubre 

completamente la superficie con papel Wahtman, el cual ha sido 

humedecido con agua destilada. Esto se cubre ahora con aproximadamente 

12 hojas de papel secante tipo toalla. Se coloca encima una placa de vidrio 

y un peso de aproximadamente 4 kilogramos. 

Se remueve después de 10 min. y se quita el peso y el papel. 

Posteriormente el gel se enjuaga durante toda la noche en un litro de 

solución salina para remover los restos de proteínas inespecificas. 

Enseguida, el gel se lava en agua destilada durante 20 min, se seca al 

aire o aplicando calor. 

Se tiñe la placa con azul de coomasie durante 10 min. 

Se destit'ie la placa con la solución decolorante hasta obtener el 

mejor contraste. 
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Se deja secar el exceso de metano! a temperatura ambiente. 

Se lee la placa. Las variantes electroforéticas obtenidas se muestran 

en la figura 5. 

b) TIPIFICACION DEL FACTOR C4 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO 

El cuarto componente del cQmplemento C4 es codificado por dos 

loci cercanamente unidos éntrc sí y localizados entre los lqci HLA-B y 
/ 

HLA-D en el brazo corto del cromosoma 6 humano. La electroforesis 

seguida de inmunoprecipitación y tinción de muestras dJ plasma, 

previamente tratadas con neuraminidasa de Clostridium perfringes. para 

eliminar el ácido siálico, revela que ambos loci de C4(C4 y 048) son 

altamente polimórficos. 

~TECNICA 

l. Desialización 

Diez µI de la muestra se mezcan con 2 µI de neuraminidasa y se 

colocan en un sistema de dialisis continua durante 18 hor~s a 4ºC. 

2. Preparación del gel 

Se cubre una placa .ie vidrio de 26 cm x 12.5 cm con una solución de 

agarosa al 0.5% en agua destilada, se deja secar. 

Se forma un molde colocando encima de la placa anterior una 

segunda placa de plástico siticonizado de 1 mm de espesor, se mantienen 

juntas las placas mediante sujetadores metálicos. 

Se prepara una solución de agarosa al 0.75% en una mezcla de 60 

mi. de agua desionizada, 35 mi de buffer para C4 y 5 mi de EDTA 0.2 M. 
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Se vierte la solución de agarosa de corrimiento para C4 aún caliente 

dentro del molde y se deja solidificar, se sella perfectamente el molde con 

envoltura de plástico y se almacena en refrigeración hasta su uso . 

Se enjuaga el gel en una solución salina durante toda la noche y 

posteriormente se lava con agua corriente durante 20 min. 

Se seca el gel y se tiñe con una solución de azul de coomassie. Las 

bandas obtenidas se observan en la figura 7. 

e )TIPIFICACION DEL FACTOR C2 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO. 

El polimorfismo del segundo componente del complemento puede ser 

detectado después de isoelectroenfoque de muestras de plasma o suero en 

un gel de acrilamida seguido por la aplicación de un recubrimiento 

hemolítico funcional. La lisis del complemento ocurre en el sitio que 

contiene eritrocitos de carnero sensibilizados y todos los componentes del 

complemento, excepto C2, esa será la posición de la porteina (8). 

Las bandas polimórficas de éste componente del complemento son 

mostradas en la figura 6. 

~ TECNICA 

l. Preparación de la solución de eritrocitos de carnero sensibilizados. 

Se toman 20 mi. de eritrocitos de e.amero al 10%. 

Se lavan 4 veces con solución de Veronal salino con EDTA 0.01 M a 

2000 rpm durante 10 min . 

Se lavan 4 veces a 2000 rpm durante 1 O minutos con solución de 

GVB (agarosa-VBS). 
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En una celda de espectrofotómetro se adionan 0.1 mi. de la 

suspensión celular y de 2.4 mi. de agua destilada. 

Se ajusta a cero con un blanco de agua destilada. 

Se lee la concentración de hemoglobina a una longitud de onda de 

541 nm. 

Cuando la absorción es de 0.420, la concentración celular es de 1 x 

106 células/mi. El rango de aceptación para la concentración es de O .40-

0. 43 nm para llegar a la concentración requerida se utiliza la siguiente 

fórmula: 

LECTURA OBTENIDA X 

8.428 

VOLUMEN DE LA 
SUSPENSION CELULAR VOLUMEN AL QUE 

SE DEBE LLEVAR 

Se incuba 15 mjn a temperatura ambiente. Los eritrocitos 

sensibilizados se guardan a 4ºC. 

2. Preparación del gel 

Se coloca sobre un vidrio de 20.5 x 15 cm, un marco de plástico 

siliconizado de lmm de espesor y 0.5 cm de ancho (el marco cubre los 3 

lados) . 

Encima de éste último se coloca una placa de plástico siliconizado 

de las mismas dimensiones del vidrio . Se mantienen las placas juntas con 

sujetadores metálicos, de tal forma que se obtiene una cámara de 1 mm de 

espesor, con un extremo abierto . 

Para hacer el gel se combina solución stock de acrilamida 26.5 mi, 
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anfolina l.5 ml, y solución de riboflavina 7ml. 

Se vacía la mezcla con ayuda de una pipeta de boca ancha y se deja 

polimerizar el gel bajo una lámpara de luz fluorescente durante una hora . 

Se enfoca el gel durante 18 horas, o hasta que la corriente haya caído 

a 2 mNgel. 

3. Ensayo hemolítico funcional 

Después del electroenfoque, se enjuaga el gel en una solución de 

yoduros durante 30 min. a temperatura ambiente. 

Se vacía la solución de yoduro y se enjuaga el gel en la solución de 

VBS-Ca, Mg. 

Después de enjuagar la placa con el gel, se coloca un marco de 2mm 

de espesor y un vidrio de 20.5 cm x 15 cm y -;e fija con sujetadores. 

Se hace la siguiente mezcla y se vac i.1 en la cámara anterior. 

Solución de VBS Ca Mg 7 .5 mi , a ~arosa al 2% 7 .5, solución de 

eritrocitos y se lava en una solución que contiene 300 mi de PBS y 3 ml de 

de glutaraldehido. Se enjuaga durante 30 min. Se deja secar a temperatura 

ambiente. Los patrones obtenidos se muestran en la figura 5 . 
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VI.4 ANALISIS EST ADISTICO 

El diseño del estudio es transversal (es decir la tipificación del HLA 

clase I, II y III es única), prospectivo (la lectura o recopilación de los datos 

o variables se hizo prospectivamente), observacional (se observó la 

estructura genética en el sistema HLA, no se introduce ninguna maniobra 

experimental) y analítico/descriptivo (se busca asociación o relación de 

causalidad entre herencia y patología y describe los haplotipos que luego se 

analizan), comparativo porque contrastan en una misma familia, afectados, 

portadores y sanos (en relación a haplotipo) y los pacientes con la 

población general. 

Para el análisis estadístico se usaron las pruebas de chi cuadrada (X 

2) y la prueba efectuada por Fisher (14). 

La comparación entre los dos grupos de estudio de dos 

características independientes se efectúa generalmente mediante tablas de 

contingencia de 2 x 2. 

Para poder establecer la probabilidad que ambos grupos difieran uno 

del otro en forma significativa, y que su variación no haya sido solo debida 

al azar, la tabla de 2 x 2 se evalúa mediante la prueba estadística de x2. 

(a+/J) (c+tl) (a +c) (/J+tl) 

Si el valor obtenido de la prueba de x2 implica un valor de "p" 
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menor a 0.05, la hipótesis nula que dio lugar a la compa~ación se 

rechaza.Un valor de p < 0.05 significa que en menos de 1 en 20 casos se 

cometen errores al rechazar la hipótesis nula . 

El valor de "p" se obtiene al interpolar en tablas de distribución x2 
el valor numérico de x2 en función de los grados de libertad. 

Si las cifras esperadas en a, b, c ó d fueran menores a 5, la prueba de 

X 2 deja de tener validez y se debe utilizar en éste caso la prueba exacta de 

Fisher que nos da directamente el valor de "p". 

(a+d)! (c+d)! (a+I>)! (h+d)! 

f = 
al h! el d! NI 

El valor de p fue corregido utilizando la fórmula de Yates que le da 

más fuerza a la comparación. 

/ (a.d- cl>) -0.S ¡2 N 

a I> e d 

Se calculó el riesgo relativo (RR) para cada antigeno estudiado. 

a e 
RR 

"d 
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VII. RESULTADOS 

Los árboles genealógicos de las familias incluidas en este estudio se 

muestran en la figuras (8,9, l O y 11) y los resultados en las tablas de la l a 

la 8. 

El estudio a nivel de la proteína mostró que los pacientes con A T 

tienen una deleción del gen C4A y que dicha deleción no es parte de ningún 

haplotipo extendido autóctpno mexicano. 

Al comparar los haplotipos que contienen la deleción con haplotipos 

extendidos caucásicos que se sabe contienen la deficiencia de Iga en éste 

grupo étnico se pudo observar que el origen de los haplotipos con At no 

tiene su origen en este grupo étnico (caucásicos) por lo que su presencia no 

puede explicarse por mestizaje. 

Al comparar con haplotipos extendidos japoneses se vio que 

tampoco tienen este origen. 

Puede notarse que cada familia aporta de 3 a 4 haplotipos cada una, 

dos heredados por el paciente y dos que aunque presentes en la famil ia no 

fue ron heredados por el enfermo. En cada uno de los árboles genealógicos, 

los haplotipos señalados como "e" y "d" corresponden a los de la madre y a 

los presentes en el paciente se le asignan las letras ale. 

En esos mismos familiogramas se siguen los elementos de notación 

genética internacional, por lo que los cuadrados simbolizan al padre, los 

círculos a la madre y el caso índice o propósito está señalado por la flecha . 

Los antígenos del Sistema Principal de Histocompatibilidad 

segregaron siguiendo las leyes de herencia mendeliana para alelos 

codorninantes, por lo que todos los antígenos presentes en los padres fueron 

segregados a la descendencia. 
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Están señalados los genes del sistema HLA-B, HLA-C, HLA-DR, 

HLA-DQ, y los genes de los complotipos (FB, C2, C4A, C4B), así por 

ejemplo el complotipo SC3 l denota el alelo "S" del factor B, el alelo "C" 

del C2, el alelo 3 del gen C4A y el alelo 1 del gen C4B. 

La tabla 1 muestra todos los haplotipos presentes en las familias con 

Ataxia telangiectasia, la cual fue posteriormente dividida entre los 

haplotipos presentes solo en los pacientes ( tabla 2 ), los presentes en los 

familiares ( tabla 3 ), para que posteriormente fuesen comparadas las 

frecuencias génicas de cada uno de los componentes del Sistema Principal 

de Histocompatibilidad ( clases I, U y III ) con las presentes en un grupo de 

controles mestizos mexicanos, los cuales se muestran en la tabla 4. Cada 

uno de los grupos (pacientes, familiares y controles) fueron comparados 

entre sí~ la tabla 5 muestra que no hay diferencias significativas en cuanto a 

los antígenos del sistema HLA-A, prácticamente tampoco las hay en cuanto 

a los genes del sistema 1-Il..A-B ( tabla 6 ), con excepción de la ausencia del 

HLA-B8 en los familiares. La tabla 7 muestra las comparaciones a los genes 

del HLA-DR y HLA-DQ que muestran un aumento en pacientes vs controles 

del HLA-DR7 y DQ2, así como también una disminución del HLA-DR4 en 

pacientes vs controles. Finalmente la tabla 8 muestra los datos más 

significativos, donde encontramos un incremento en pacientes vs familiares 

y vs controles, del alelo nulo del gen C4A ( C4A *QO ) (p=O.O 1) y del 

complotipo SCO 1 ( p=O. 004 y p=O. 002 ) en pacientes vs familiares y 

controles respectivamente. 
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CAPITULO VIII 

DISCUSION" 
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VIII. DISCUSION 

Por lo anterior puede inferirse que la no expresión del gen C4A actúa 

de manera aislada como marcador de la deficiencia de lgA en pacientes 

mexicanos con AT. La falta de expresión de los genes C4A y de la IgA 

pudiera ser debida a defectos transcripcionales. 

Dicho defecto puede ser particular a cada grupo étnico por lo que es 

de esperarse que los pacientes con A T en diversas partes del mundo tengan 

diferentes haplotipos de MHC. 

Los alelos nulos del gen C4A se han asociado a otras enfermedades 

con trastornos inmunológicos como es el caso de Lupus Eritrematoso 

.Generalizado, y de la misma manera se sabe que individuos con 

inmunodeficiencias tienen cierta proclividad al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes igual que ocurre en sus familiares en primer grado, lo que 

apoya una relación directa entre inmunodeficiencia y autoinmunidad que 

pudiera estar marcada por la presencia de los alelos nulos en los Loci del 

gen C4. 

Los resultados del presente estudio demuestran que existe una 

predilección por la ausencia de expresión en el gen C4A mediados a nivel 

de la proteína, en pacientes con A T y deficiencia de lgA, lo que sugiere una 

base genética común de ambos trastornos . La AT no es una enfermedad 

homogénea y consecuentemente una concordancia completa es muy dificil 

de obtener asumiendo un defecto genético unico. De cualquier manera 

implican fuertemente la existencia de genes dentro de la región MHC en la 

patogénesis del defecto de la diferenciación de las células B que caracteriza 

la deficiencia de IgA en pacientes con A T. 

Algunos investigadores han mostrado incluso la existencia de 
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haplotipos extendidos que contienen alelos nulos del gen C4A (C4A *QO); 

nuestro estudio extendió dichas observaciones a la evaluación genotípica de 

los genes que codifican a las proteínas C2, Factor 8, C4A, C4B y los genes 

del Sistema HLA-A, B, C, DR, DQ. 

Las diferencias observadas en los antígenos HLA-DR y HLA-DQ en 

pacientes comparadas con los controles pueden explicarse por diferencias 

sutiles del origen étnico de ambos grupos, ya que los familiares y los 

pacientes no mostraron diferencias entre sí en estos dos loci. 

Por otro lado, los .resultados de la tabla 8 que mostraron diferencias 

en los pacientes con respecto a los genes clase III ( complotipos ) del 

Sistema Principal de Histocompatibilidad tanto con familiares como con los 

controles. Todo ello permite suponer que el gen o genes dentro del Sistema 

Principal de Histocompatibilidad que inkr> .; enen en la susceptibilidad 

genética a la Ataxia telangiéctasia están prol •a > cmente cercanos a los genes 

de los complotipos. 
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TABLA J. 

LISTA DE HAPLOTIPOS DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOM

PATIBILIDAD EN LAS FAMILIAS MEXICANAS CON ATAXIA 

TELANGIECTASIA. 

1.- Al B8 Cw7 DRJ DQw2 SCOI 

2.- A2 835 Cw4 DR4 DOw3 SC31 

3.- A3 812. Cw5 DR7 DOwl FC31 

4.- AIO 818 Cw5 DR3 D0w2 SC31 

5.- Al 88 Cw7 DR3 DQwl SCOI 

6.- Al 815 Cw3 DR4 D0w3 SCJI 

7.- AH 852 Cw4 DR6 DOwl SCJ2 

8.- AIO 814 Cw8 DR1 DOwl SC21 

9.- Al 813 Cw6 DR7 D0w2 SC31 

10.- Al 816 Cw4 DR! DQwJ SC31 

11.- Al 822 CwX DR2 DOwl SC01 

12..- Al MI CwX DR4 DOwJ SC31 

13.· A28 B48 CwX DR4 DQwJ SC31 

14.- A9 818 Cw5 DR2 D0w1 SC01 

15.· A9 IMO Cwl DR7 D0w3 SC31 
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TABLA 2. 

HAPLOTJPOS DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN 

PACIENTES MEXICANOS CON ATAXIA TELANGIECTASIA. 

1.- Al 81 Cw7 DRJ DQw2 SCOl 

2.- Al 812 CwS DR7 DOw2 PCll 

3.- Al 81 Cw7 DRJ DQw2 SCOl 

··- Ali 852 Cw4 DR6 DOwt SC32 

5.- A2 813 Cw6 DR7 DQw2 SC3J 

6.- Al 822 CwX DRl DOwl SCOl 

7.- Ali 841 Cw4 DR4 DOw3 SC31 

8. - A9 840 Cw3 DR7 DOw3 SCOl 



TABLA 3. 

HAPLOTIPOS DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HJSTOCOMPATIBILIDAD EN 

FAMILIARES SANOS. 

1.- A2 835 Cw4 DR4 DQw3 SC31 

2.- Al O 818 Cw5 DRJ D0w2 SCJI 

J.- A2 BU CwJ DR4 D0w3 SCJI 

4.- AIO 814 Cw8 DRl DQwl SC21 

5.- Al 816 Cw4 DR.5 DQwJ SCJI 

6.- Al B48 CwX DR4 DQwJ SCJJ 

1.- A9 840 Cw3 DR7 DOwJ SC31 
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TABLA 4. 

FRECUENCIAS DE ANTIGENOS DEL MHC EN NORMALES MESTIZOS 

MEXICANOS. 

HLA 

Al 

Al9 

A9 

A18 

Al 

AJ 

Ato 

A11 

816 

83!1 

840 

8!1 

812 

814 

81!1 

17 

821 

11 

Free. 
gen. 

0.282 

0.201 

0.160 

0.121 

0.077 

0.060 

0.056 

0.043 

0.1!12 

0.133 

0.104 

0.094 

O.Olt 

0.070 

0.061 

º·°'º ...... 
o.ou 

Free. 
aotig. 

0.484 

0.361 

0.194 

0.227 

0. 148 

0.116 

0.109 

O.OIU 

0.181 

0.148 

0.197 

0.179 

0.170 

0.13!1 

0.111 

0.116 

º·''° 
0.071 
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818 0.034 0.067 

827 0.02' 0.047 

817 0.022 0.044 

813 0.019 0.038 

841 0.012 0.024 

DRJ 0.090 0.150 

DR2 0.075 0.150 

DRl 0.070 0.130 

DR4 0.370 0.570 

DR5 0.11 0 0.190 

DR6 0.075 0. 140 

DR7 0.065 0. 130 

DR8 0.100 0.190 

DRJ 0.020 0.040 

DRIO 0.020 0.040 

DOwl O.llO 0.380 

DQwl 0.125 0.230 

DOw3 0.600 0.840 
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TABLA 5. 

FRECUENCIA DE ALELOS HLA -A EN PACIENTES FAMILIARES Y CONTROLES. 

Alelo 

Al 

A2 

AJ 

A9 

A10 

A28 

Pac. 
ln=8) 

0.250 

0.250 

0.125 

0.125 

..... ____ 

0.125 

Fam. 
(n=71 

--
0.571 

---
0.142 

0.285 

--·· 

Cont. 
(n=lOOJ p vs F p VS e F VS e 

p 

0.075 NS NS NS 

0.280 NS NS NS 

0.065 NS NS NS 

0.160 NS NS NS 

0.055 NS NS NS 

0.120 NS NS NS 

'" NS: Diferencia no significativa al realizar el análisis estadístico. 

P - Pacientes 

C - Controles 

F - Familiares 
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TABLA 6. 

FRECUENCIA DE ALELOS HLA - BEN PACIENTES. FAMILIARES Y CONTROLES. 

Alelo 

851521 

BI 

812 

813 

814 

815 

816 

811 

822 

140 

135 

Pac. 
(a=8) 

0.125 

0.2SO 

0.125 

0.125 

---
- -
--
.. _ .. _ 
0.125 

0.125 

-----

Fam. 
(a=7) 

--
-····--·-

--
--
0.1'2 

0.142 

0.142 

0.142 

--
0.142 

0.142 

Coa t. 
(n=200} 

0.095 

0.035 

0.090 

0.020 

0.070 

º·º'º 
O. ISO 

0.035 

0.005 

O.lt5 

O.U5 

P vs F r vs e 
p p 

NS NS 

NS 0.003 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

NS NS 

FvsC 
p 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 



TABLA 7. 

FRECUENCIA DE ALELOS HLA - DR EN PACIENTES, FAMILIARES Y 

CONTROLES. 

Alelo 

DRI 

DR2 

DRJ 

DR4 

DR5 

DR6 

DR7 

DOI 

D02 

D03 

Pac. 
(n•I) 

-···--
0.125 

0.250 

0.125 

--
0.125 

0.375 

0.250 

0.500 

0.250 

Fam. 
(nz7J 

0.142 

--
0.142 

0.421 

t.142 

--
t.1•2 

t.1'2 

t.142 

t.714 

Cont. P vs F 
(n=200) P 

º·"° NS 

0.075 NS 

t.070 NS 

t.370 NS 

0.110 NS 

0.075 NS 

t.165 NS 

0.22' NS 

0.125 NS 

º·'00 'NS 

PvsC 
p 

NS 

NS 

NS 

0.01 

NS 

NS 

0.01 

NS 

o.et 

JlfS 

FvsC 
p 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

JlfS 



TABLA l. 

FRECUENCIA DE ALELOS Dll COMPLEMENTO Y COMPLOT/POS EN 

PACIENTES. FAMILIARES Y CONTROLES. 

Alelo 

ras 
, 

C2C 

C4AOO 

1 

J 

C4BI 

1 

e t · omp OtlDO 

SCll 

FCJI 

SCJ2 

SCJI 

SC21 

Pac:. 
(•-•) 

0.175 

0.115 

1.000 

o.5oe 

--
1.5" 

8.175 

0.115 

C>.581 

0.125 

0 .115 

1.151 

--

Fa•. 
(a=7) 

l.oet 

--
1.ett 

--
0.141 

t.157 

l.Mt 

--

--
--
--
1.157 

t.14J 

Coa t. 
(a•35ll 

.. .., 
0.1'7 

0.912 

0.17' 

0.053 

0.630 

8.704 

0.141 

0.121 

1.112 

1.117 

t.391 

t.142 

P vs F 
p 

NS 

NS 

NS 

t.81 

NS 

NS 

NS 

NS 

º·"' 
NS 

NS 

t .eJ 

NS 

p VI C 
p 

NS 

NS 

NS 

0.01 

NS 

NS 

NS 

NS 

0.901 

NS 

NS 

NS 

NS 

FvsC 
p 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

t.t5 

NS 



IX. CONCLUSIONES 

1.-Los pacientes con AT que cursan con inmunodeficiencia de lgA tienen un 

trastorno en la diferenciación de las células B que está asociado con uno 

o varios genes ubicados dentro del Complejo Principal de 

Histocompatibilidad, probablemente alrededor de los genes Clase III. 

2.-EI estudio de los genes del brazo corto del cromosoma seis podría ser 

revelante en la identificación de individuos portadores de este defecto 

genético . 

3.- El estudio de familias (padres, hermanos) de pacientes con AT mediante 

sondas moleculares de los genes Clase lil podría auxiliar en la 

identificación del gen de la deficiencia de lgA en pacientes con AT. 

4.- Los estudios moleculares de los complotipos ayudarán a precisar la 

forma en que influye esta región en la susceptibilidad a padecer Ataxia 

telangiectasia en pacientes mexicanos. 
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