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RESUMEN

ASOCIACION ENTRE HLA Y ABSCESO HEPATICO AMIBIANO.

ANALISIS SEROLOGICO Y MOLECULAR

En un estudio previo encontramos una asociacion posiblemente
primaria de HLA-DR3 y SCO) con el absceso hepatico amibiano
(AHA) en mestizos mexicanos adultos. Dado que el AHA en nifos
difiere del AHA en adultos en que e¢s menos frecuente, suele
sequir un curso mas severo, no tilene predileccion sexual y
coincide frecuentemente con amibiasis intestinal, decidimos
explorar las frecuencias antigénicas HLA y de complotipos en
nifos mestizos mexicanos con AHA. Nuestro estudio serologico
actual incluyé 50 nifios (< de 13 ailos) con AHMA y 70 ninos
testigos sanos, asi como 33 adultos con rectocolitis amibiana
(RCA). La tipificacién de los antigenos HLA se efectud
mediante microcitotoxicidad en 2 pasos usando células
mononucleares (para HLA-A y -B) y linfocitos B (para HLA~DR y
-DQ) obtenidos de sangre periférica por gradiente de densidad
de Ficoll-Hypaque y enriquecimiento con Dynabeads B. La
determinacién de complotipos (factor B, €2 y C4) se efectud

en plasma-EDTA mediante electroforesis en gel de agarosa e



inminofijacion con antisueros especificos. has frecuencias
antigénicas HLA y de complotipos obtenidas on estos grupos
fueron comparadas entre si, y con los 110 adultos sanos y 110
adultos con AHA de la publicaciéon previa. lLos resultados
obtenidos fueron analizados estadisticamente por X' mediante p
exacta de Fisher y los valores de p fueron corvegidos
multiplicando por el nimero de especificidades estudiadas
(pc) . Los pacientes pediatricos con AHA, al igual que los
adultos con AHA, mostraron un aumento significativo vy
comparable en HLA-DR3 (38.0% (nifios) y 35.5% (adultos) vs
12.7%, pc<0.01), HLA-AZ,DR3 (24.0% (ninos) y 21% (adultos) vs
1.5%, pc<0.0l) y SCO1 (47.1% (nifios) y 31.1% (adultos} vs
6.7%, pc<0.0l) cuando se compararon con tesltigos adultos
sanos. Sin embargo, cuando estos valores fueron comparados
con los obtenidaos en testigos pediadtricos sanos permanecen
unicamente las diferencias significativas en HLA-DR3 (38.0%
vs 12.9%, pc<0.05) y en SCO1 (47.1% vs 12.0%, pc<0.01) vy
cuando fueroh comparados con los obtenidos en testigos
adultos con RCA sOlo se observd una diferencia significativa
en SCO0l (47.1% wvs 12.1%, pc<0.05). Al comparar las
frecuencias obtenidas en niflos y adultos con AHA no se
encontraron diferencias en estos antigenos, sin embargo
encontramos un aumento significativo en HLA-DRS (60.0% vs
26.4%, pc<0.005) y la ausencia de HLA-DR6 1(0.0% vs 20.0%,

pc<0.05). Por otra parte, cuando comparamos las frecuencias



obtenidas en adultos con RCA y testigos sanos (adultos vy
nifos) no se encontravon diferencias significativas.

El analisis molecular de la region HLA se cefectud en 41 de
los 50 pacientes pedidtricos con AIA y en 72 testiqos
pediatricos. La identificacion de las especificidades para la
region DR- y DQ-f fue adecuada (excepto aquellas asociadas a
DR52). E1l analisis estadistico de estos resultados no mostrd
diferencias significativas.

La susceptibilidad al absceso hepatico amibiano en nifos vy
adultos, es independiente del sexo de los pacientes y parece
estar asociada primarviamente con la presencia de HLA-DR3 vy
del complotipo SCOLl. El aumento en la frecuencia de HLA-DRS
(un antigeno frecuentemente asociado con respuesta autoinmune
en enfermedades de tipo reumatoide) y la ausencia de HLA-DRE
{asociado con una mayor capacidad de rechazo de aloinjertos
renales y protecciéon contra cirrosis Dbiliar primaria)
observados en ninos con AHA pudieran estar relacionados con
las diferencias (clinicas y epidemioldgicas) observadas en
estos dos grupos de pacientes con absceso hepdtico amibiano.

{Apoyado por CONACYT: DH3-903979 y F224-M).



ANTECEDENTES

SISTEMA HLA

Genes.,

El genoma haploide humano contiene aproximadamente 70,000
genes diferentes en sus 3200 megabases de DNA cromosémico
{Cooper 1994). El sistema HLA esta constituido por 70 genes
aproximadamente, expresados y no expresados, localizados en
el brazo corto del cromosoma 6 dentro de la banda 6p21.3
donde abarcan alrededor de 4 megabases (4000 kilobases (kb))
de DNA. Los genes HLA se encuentran distribuidos en 3
regiones (Fig., 1) en base a su localizacién, a su
caracteristica de ser unidades de recombinaciéon y a las
caracteristicas estructurales y funcionales de las moléculas
que codifican. HLA~DP representa el locus mds centromérico y
el HLA~F el mads telomérico (Klein et al. 1993, Campbell et

al. 1993).
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Fig. 1. Las regiones clases 11, IIT y 1 son incluidas en las
secuencias de 0-1000, 1000-2000 y 2000-4000 kb,
respectivamente. Tomado de So A. (1994 a). In HLA and

Disease, Academic Press.

La regibén clase I (Fig. 1) consta de cuando menos 17 genes
distribuidos en 1800 kb de DNA localizados en el extremo
telomérico del complejo HLA, 6 de estos genes se han asociado

a productos de transcripciéon y los 11 restantes se¢ han



considerado seudogenes. Los qgenes clase 1 (A, B oy ()
codifican los antigenos clasicos de trvasplante HLA-A, -B y -
C; los genes B, F y G (identificados sdlo por netodologia
para DNA) se han asociado con los antigenos no ¢lasicos ULA-
E, -F y -G que se expresah eh algunas células inmaduras y en

la interfase materno-fetal; y los genes H#H, J, K y L no

codifican moléculas HLA y parccen actuar como seudogene

{Bodmer et al. 1994},

Todos los genes HLA clase 1 presentan una organizacion
similar, (Fig. 2} con un exén que codifica un péptido lider,
tres exones que corresponden a los dominios al, @2, o3 y un
ex6n que codifica los péptidos de la regién transmembranal y

parte de la cola citoplasmica (So 1994 a).

Fig., 2 Arreglo genético de las moléculas clase I, Tomado de

So A. (1994 a). In HLA and Disease, Academic Press,



La regidén clase IT (Fig. 1) posee al menos 23 genes, que se
localizan en el extremo centromérico de la regién HLA, abarca
1000 kb y codifica los antigenos HLA-DR, -DQ y -DP, los
transportadores de péptidos (TAPT y TAP2) y los proteosomas

(IMP2 y 1MP7).

La reqidn clase 11 consta de cinco subregiones:

1) La subregion DP contiene los genes DPA y DPB, las
moléculas HLA-DP son codificadas por el gen polimdrfico DPBI
y por el gen no poliméfico DPAL, mientras que DPA2 y DPBZ2 son
seudogenes.

2) La subregién DN contiene un solo gen  (DNA) el cual
codifica para una cadena «.

3) La subregién DO, contiene el gen DOB, el mads divergente de
los genes para cadenas [}. Dos genes adicionales DMA y DMB se
han localizado entre HLA-DNA y DOB.

4) La subregién DQ contiene un par de genes polimorficos
(bQAl y DQB1) ambos expresados en una molécula DQ
heterodimérica y los genes (DQA2 y DQB2 y DQB3) que pudieran
ser transcritos,sin embargo, no se han identificado productos
asociados con estos Ultimos.

5) En la subregién HLA-DR, se han identificado 10 genes, de
los cuales al menos cinco se expresan, un DR « (DRA) y cuatro
DRA (DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS5) y cinco son seudogenes (DRB2,

DRB6, DRB7, DRB8 y DRBY9)., La cadena «, no polimérfica,



codificada por DRA se asocia con la cadena polimdrfica B
cadificada por DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS para formar las

moléculas de la subreqgiéon HLA-DR (Bodmer et al. 1994).

Todos los genes clase 11 (FFig. 3) presentan una organizacion
similar, el gen que codifica la cadena o consiste de cinca
exones que codifican una secuencia lider, los dominios al y o
2, la regidn transmémbranal y la cola citoplésmica. Poir su
parte, el gen que codifica para la cadena B consta de 6

exones (Monaco 1993, Duquesnoy 1991).

—{—i i

! 1kb {
Fig. 3 Arreglo genético de las moléculas clase II. Tomado de

So A. (1994 a). In HLA and Disease, Academic Press.

La regiéon clase III (Figs. 1 y 4) contiene un qrupo

heterogéneo de al menos 26 genes, los cuales abarcan unas



1200 kb de DNA, localizadas entre las regiones clase 1y
clase II., BEstos genes codifican para una gran variedad de
proteinas importantes en la inmunidad  como s0n los
componentes del complemento (C2, C4A, CAB y Bf), los factores
de necrosis tumoral (INFa y TNFA), las proteinas de choque
térmico (HSP-70 y GP), 1a  enzima 21 hidroxilasa, 9
transcritos asociados a HLA-B (BATS) y 1 locus $1 (Spies et

al. 1989).

CLASE 11 CLASE 11T CLASE 1
I i I i ] t |
ﬂ I HE T HE] /-r}u—"—-—fm
DQ DR 2101{ 4 C2 Bf
A s e SN Y
(cldmero
centromero
210HB C4B 210HA C4A RD BF C2 HSPT0 TNF
21 AB

| |

Fig, 4 La regién clase III se localiza entre las regiones 1y
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IT e incluye los genes que codifican cowplotipos, factor de
necrosis tumoral y proteinas de choque térmico. Tomado de 30

A. {1994 a). In NLA and Disease, Academic Press.

Estructura.

Los antigenos clase I son moléculas compuestas de dos cadenas
polipeptidicas diferentes (Fig. 5). La cadena « codificada eu
el cromosoma 6 es una cadena glicoproteica, polimérfica,
transmembranal, con un peso wolecular de 45 kDa, y un
polipéptido codificado en el cromosoma 15 la beta 2-

microglobulina (B2M), con un peso molecular de 12 kba. las

dos cadenas deben de estar asociadas para poder expresarse
en la membrana. La cadena o tiene tres dominios externos (a

1, a2 y o3}, una regién transmembranal y una regidn

citopléasmica.



COCH porcién

Clase | transmembranal

Fig. 5 Estructura de la molécula clase I. Tomado de So A.

{1994 a). In HLA and Disease, Academic Press.

La estructura tridimensional de las moléculas HLA clase I
(Fig. 6) fue obtenida por cristalografia de rayos X en las
moléculas HLA-A2, Aw68 y B27 y muestra que los dominios al y
a2 forman un nicho, de 10 x 10 x 20 A integrado por dos alfa
hélices paralelas dispuestas sobre una base de 8 bandas
plegadas beta, formando el sitio de unidén para péptidos de 8-
11 aminoicidos que serdn presentados a las células T CD8+. El

nicho tiene dos sitios de unidn (pockets), formados por las



cadenas laterales del MHC que son  polimérficas, uno
interacciona con un motive (motif) en la cadena principal del
péptido y en el otro un segqundo wmotif en el c¢arbono C
terminal. Por lo reqular estos pockets se corresponden con
las posiciones 2 y 9 (8, 10 u 11) del péptido dependiendo de
su tamano. La unién motif-pocket también induce cambios
conformacionales en el MHC que dependen de la secuencia del
péptido, estos cambios del MHC contribuyen directamente con
la particularidad antigénica del sitio de unién del TCR
(Bjorkman et al. 1987, Madden et al. 1991, Madden et al.

1993) .



Fig. 6 Estructura tridimensional de las moléculas clase I.

Tomado de So A. (1994 b). In HLA and Disease, Academic Press.

Las moléculas HLA clase Il son heterodimeros transmembranales

(Fig. 7) constituidos por una cadena pesada a de 35 kDa y una

cadena ligera B de 28 kba, cada una con dos dominios
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extracelulares, una regidon transmembranal y una  regioén

©

N, —
B2
/’;( =

porcién
Clase li

citoplasmica.

transmembranal

cola citoplismica

Fig. 7 Estructura de la molécula clase I1I. Tomado de So A.

(1994 a). In HLA and Disease, Academic Press.

La estructura tridimensional de HLA-DR] ha sido aclarada
recientemente (Fig. 8) y en ella se confirma que los dominios
al y A1 forman un nicho similar al encontrado en las

moléculas de clase I aunque con una conformacién mas flexible
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y abierta en ambos extremos lo que le permite aceptar
péptidos entre 12 y 22 aminodcidos. El nicho estd constitnido
lateraluwente por dos o hélices antiparalelas y una bhasc de 8
bandas plegadas f. Aproximadamente en la tercera posicléon del
péptido se lleva a cabo la unidn con el pocket, los otros son
inferidos por la localizacién de los residuos polimdrficos y
la forma de la densidad electvénica. La mayoria de los
polinmorfismos de las moléculas clase II se cncuentran en la
secuencia de las hélices a del dominio 81, sin embargo en las
moléculas HLA-DP y -DQ también se encuentran polimorfismos
asociados a la cadena al (So 1994 b, Brown et al. 1993, Stern

et al. 1994).



1o

Fig. 8 Sitio de unién del péptide en las mceléculas clase II.

Tomado de So A. (1994 b). In HLA and Disease, Academic Press.

Localizacidn,

Los antigenos HLA clase I se expresan en la menbrana
citoplasmica de la mayoria de las células nucleadas del
individuo, con excepcidén de neuronas, espermatocitos,

ovocitos, vellosidades trofoblasticas, células del epitelio
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corneal y algunas células endo o exocrinas (Anderson et al.
1985) .

Las moléculas clase Il solo se expresan en linfocitos B,
macrofagos, células dendriticas, celulas de Kupffer y células
endoteliales (Daar et al. 1984). Su expresion puede ser
inducida por medio de interferon gama (IFNy) o por citocinas
ain en células que normalmente no las expresan, como en
linfocitos T activados, células del endotelio y epitelio del

rifén (Arenzana-Seisdedos et al. 1988).

Funcién.

La funcién principal del sistema HLA es la regulacion de la
respuesta inmune y la discriminacién entre lo propio y lo no
propio llevada a cabo por linfocitos T (seleccidén negativa y
positivg). El concepto de restriccion mediada por MHC deriva
de la observacién de que las células T tienen especificidad
para el antigeno y para las moléculas MHC. La interaccion
entre el HLA y el péptido (Fig. 9) juega un papel fundamental
en el reconocimiento antigénico por células T especificas

{(Chien & Davis 1993),
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Fig. 9 Sitio de interaccién entre la molécula clase 1,
péptido y el linfocito T. Tomado de Lechler R. (1994). HLA

and Disease, Academic Press.



TIPIFICACION HLA

Tipificacién serolégica.

Clase I

La definicién serolégica de antigenos HLA-A, -B y -C se
efectia usando la prueba de microlinfocitotoricidad del NIH
desarrollada por Terasaki, en la cual los linfocitos son
obtenidos a partir de sangre periférica, ganglios linfaticos
o Dbazo, ajustados a una concentracion adecuada  (1-2
millones/ml) y expuestos en microplacas a un conjunto de
aloantisueros o anticuerpos monoclonales anti HLA y
complemento antes de evaluar la viabilidad celular. Una
reaccién de citotoxicidad  positiva nos indica la
identificacién de un antigeno sobre la membrana de los
linfocitos tipificados. La linfocitotoxicidad es la prueba
mas rapida para determinar antigenos HLA, aunque se tiene
como limitante la carencia de fuentes constantes de reactivos
capaces de definir todos los polimorfismos HLA, ademds los
sueros policlonales pueden no reaccionar contra un solo
epitope HLA y dificultar la definicién serolégica de los

subtipos antigénicos.
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Clase II
La definici6on serolégica de antigenos clase II IHLA-DR y DQ se
efectila también por microcitotoxicidad, usando como reactivos
sueros de mujeres multiparas. lLa tipificacién clase 11
requiere del enriquecimiento de la poblacion de ccélulas B
(ej. rosetaciéon, separacién en lana de nylon, uso de perlas
magnéticas cublertas con un anticuerpo monoclonal anti
células B), o del uso de fluorocromacia de 2 colores que
puede distinquir entre linfocitos T y B sin separacién
adicional. Los anticuerpos monoclonales contra HLA-DR y -DQ
aunque son de uso mds limitado, también son reactivos utiles
para la tipificacion de antigenos clase II (Dyer & Martin

1991).

Tipificacién por electroforesis.

Clase III

La determinaciéon de C2 y del factor B se realiza en muestras
de plasma por electroforesis de alto voltaje en gel de
agarosa de capa fina sequido por inmunofijaciétn con su
anticuerpo respectivo. Las principales variantes son F y §
aunque existen variantes menos frecuentes como Fl1 y S1. Las
frecuencias génicas varian en los diferentes grupos étnicos,

asi en la poblacién caucdsica el alelo S ocurre con una



21

frecuencia del 70%, mientras que el alelo F presenta una

frecuencia del 28%.

La determinacién de CAA y CAB requiere de la eliminaciéon del
acido sialico del plasma antes de cfectuar la electroforesis
de alto voltaje en un gel de agarosa mantenido a pH 8.8 con
buffer tris-glicina-EDTA, y visualizar las bandas mediante
inmunofijacién con anti-C4.

El complotipo estd formado por un alelo de cada wo de los
factores FB, €2, CAA y C4B en ese orden. La frecuencia de
SC01 en una poblacién caucasica es de 12.7% y la del
complotipo 5C31 de 38.9% (Campbell 1987, Carroll & Alper

1987) .

Tipificacién por métodos moleculares.

La clonacién de genes HLA ha permitido el desarrollo de
varias técnicas moleculares que definen polimorfismos
genéticos  HLA. La tipificacién por RFLP identifica
polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccién,
obtenidos como patrones de bandas después de digestién del
DNA con endonucleasas de restriccldén y electroforesis en gel
de poliacrilamida. Estas bandas pueden ser hibridadas con

sondas de DNA  homélogas {PCR-RFLP) que identifican
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polimorfismos HLA presentes en las cadenas o y B clase Il

(Nagy et al.1991).

El métoda mas directo para estudiar polimorfismos HLA es
determinar la secuencia de los nmucleotidos en  genes
individuales. Conociendo la secuencia de DNA en un exén, es
posible sintetizar sondas cortas de 20 a 30 nucledtidos
capaces de reconocer regiones especificas HLA
(oligotipificacion). La oligotipificacién se efectia en dos
pasos: 1) awplificacion de segmentos de DNA mediante la
reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) y 2) la aplicacion
del DNA amplificado a memi:anas de nylon y su caracterizacién
con sondas de oligonucledtidos especificas de secuencia (S50)
para diferentes alelos HLA, las cuales para poder ser

visualizadas deben llevar marcas radioactivas o enzimaticas.

La oligotipificacién también se efectia en dos niveles, el
primero incluye la tipificacién genérica gque permite
determinar los polimorfismos correspondientes a los antigenos
definidos serolégicamente y segundo la subtipificacion con
sondas S50 que proporciona informacion adicional de
polimorfismos HLA no detectados por métodos serolégicos (Chia

et al. 1993, Olerup & Zetterquist 1993, Juan et al. 1992).



23

HLA Y ENFERMEDAD.

El sistema HLA es el sistema mas complejo y polimorfico
conocido en el hombre. Ademas de su reconocida importancia en
la aceptaciéon y rechazo de aloinjertos se ha demostrado que
el sistema HLA  juega un  papel importante  en lLa
susceptibilidad a varias enfermedades, particularmente
aquellas con una base inmunoldgica o autoinmune. Algunas
enfermedades ocurren mas frecuentemente en individuos que
llevan genes particulares del MHC. Lilly en 1964 fue el
primero en descubrir que el MHC (H-2) en el ratén contienc
los genes que confieren resistencia al virus de la leucenia
murina de Gross (Rgv-l). Mas tarde McDevitt, Sela vy
Benacerraf demostraron que la respuesta inmune estaba
genéticamente controlada en el ratéon y en el cobayo (de Vries

1994) .

En el humano, el primer reporte de una asociacidén débil entre
HLA y enfermedad de Hodgkin fue publicado por Amiel en 1967,
sin embargo, fueron los estudios de Brewerton y Schlosstein
en 1973, que revelaron una fuerte asociaciétn entre la
espondilitis anquilosante y el antigeno clase I HLA-B27 los

que iniciaron una avalancha de estudios de asociacion entre
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el sistema HLA y la susceptibilidad a varios cientos de
enfermedades (de Vries 1994). Dbesde entonces, diferentes
estudios han demostrado que la asociacidon entre HLA y algunas
enfermedades es mas fuerte con los antigenos de clase 11
{DR), sin embargo, ¢l descubrimiento del polinmorfiswo en los
antigenos de clase II (DQ y DP) y en otros genes de ésta
regién HLA (TAP y LIMP) han hecho necesario investigar su
posible participacién como genes responsables de la
susceptibilidad (Batchelor & McMichael 1987, Svejgaard et al.

1983).

Las enfermedades asociadas al sistema HLA se han clasificado
en dos formas. La primera se basa en los mecanismos de
patogénesis e incluye a enfermedades de etiologla autoinmune
{artritis reumatoide, diabetes mellitus insulino-dependiente,
espondilitis anquilosante, étc.), no autoinmune (deficiencia
de la 21-hidroxilasa) y de etiologia desconocida
(narcolepsia). La segunda se basa en las caracteristicas de
los antigenos HLA responsables de la sociacion, asi, se
incluyen enfermedades asociadas con antigenos clase 1
(principalmente las espondiloartropat:ias asociadas a HLA-
B217), enfermedades asociadas con antigenos clase II
{principalmente con el locus HLA-DR) que incluyen
enfermedades de origen autoinmune como ¢l lupus eritematoso,

y enfermedades asociadas con antigenas clase IIT  que
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incluyenn las deficiencias de €2, €4 y 21-0H (hLechler 1994,

Vargas-Alarcon y Granados 1993).

Existen fundamentalmente dos métodos de ostudio que son
utilizados para investigar la relacion entre HLA y

enfermedad:

1. Estudios en poblacién abierta. lLa mayoria de los
estudios de asociacién entre HLA y enfermedad son estudios de
poblacién en los cuales se comparan las frecuencias
antigénicas HLA obtenidas en pacientes y testigos. Aubos
grupos deben estar integrados por individuos pertenecientes
al mismo grupo étnico, no consanguineos, del mismo rango de

edad, nivel socioecounémico y sexo.

2. Estudios familiares. Este tipo de estudios investiga si
un gen de susceptibilidad se hereda dentro de la familia
ligado a un haplotipo HLA (linkage). Los estudios familiares
aunque son mas informativos y permiten relacionar una
enfermedad tanto con genes del sistema HLA como con genes no-
HLA en desequilibrio de enlace con genes HLA, generalmente
son mas dificiles de realizar y so6lo se realizan una vez que
se ha encontrado una asociacion por estudios de poblacién

abierta.
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Resulta esencial en estos estudios establecer con exactitud
los criterios de inclusion de pacientes y testigos. La
prevalencia de la enfermedad usualmente determina el mimero
de pacientes incluidos en el estudio. Para enfermedades
comunes las muestras pueden obtenerse rapidamente, en
enfermedades was raras resulta necesario incluir pacientes de
diferentes regiones. Como regla general al menos 50 pacientes
deben ser incluidos en un estudio, sin embargo, el numero
puede ser menor para enfermedades raras, particularmente si
presentan una fuerte asociacion con un antigeno HLA y sobre
todo si existe la posibilidad de efectuar estudios familiares

que suelen ser mas informativos.

Las enfermedades asociadas con el sistema HLA generalmente
presentan las siguientes caracteristicas: son de etiologils
desconocida, tienen tendencia a la cronicidad y presentan
alteracién de procesos inmunolégicos. Ademds de que pueden
presentar un agrupamiento familiar y aparecer mas de un caso

entre los consanguineos.

A la fecha se han propuesto varias hipétesis que intentan

explicar los mecanismos de asociacién entre HLA y enfermedad:

1) Similitud molecular entre antigenos HLA y antigenos de

agentes infecciosos. FEbringer en 1979 encontré que la
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Klebsiella sp. estaba presente en pacientes con espondilitis
anquilosante, posteriormente Seager en Australia demostrd que
los anticuerpos dirigidos contra algunas cepas de Klebsiella
sp. reaccionaban s6lo con los linfocitos de log pacientes que
tuvieran HLA-B27 y espondilitis anquilosante, demostrando
claramente la existencia de determinantes antigénicos comunes
entre el HLA-B27 y algunas cepas de Klebsiella sp. En base a
estos resultados es posible explicar la susceptibilidad como
debida a una reaccidn cruzada entre organismos infecciosos y
un determinado antigeno del sistema HLA (Lechler 1994, Heard

1994).

2) Modificacién en la estructura de los antigenos HLA. Una
infeccién o agente quimico puede afectar a un individuo en su
capacidad de producir una respuesta inmune. Por otra parte,
dichos agentes pueden producir alteraciones en las moléculas
HLA, capaces de ser detectadas por el sistema inmunolégico, y
conducir a una respuesta autoinmune capaz de generar una

enfermedad (Heard 1994).

3) Antigenos HLA como receptores. Los antigenos HLA pueden
actuar como receptores de agentes infecciosos o de sus
productos antigénicos y en esta forma favorece el desarrollo

de la enfermedad. Helenius ha mostrado que los antigenos HLA-
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A y HLA-B sirven como receptores para el virus Semliki forest

{Lechler 1994).

4) Deficiencias en la respuesta inmune. Los antigenos del
sistema HLA participan en la regulacion de la respuesta
inmune, por lo tanto, cualquier trastorno que sc¢ manifieste
como aumento o defecto en la respuesta inmune podria
involucrar a los antigenos HLA y explicar asi su asociacién
con una predisposiciéon a la enfermedad (Anderson et al.

1985).

5) Deficiencias de 1los antigenos HLA clase III. Las
deficiencias de antigenos «clase IIT pueden estar en
desequilibrio génico con otro antigeno HLA, por ejemplo: 1la
deficiencia de C2 se ha encontrado asociada con DR3 en el
lupus eritematoso sistémico y el defecto en el gen CYP21 de
la 21-hidroxilasa se ha asociado con HLA-B47T en la

hiperplasia adrenal congénita (Thorsby 1995).

Evaluacién estadistica de la asociacién.
La asociacién de una enfermedad con un marcador genético
perteneciente a un sistema altamente polimérfico c¢omo el

sistema 1iLA, requiere del analisis de un gran nimero de
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especificidades antigénicas, lo cual puede originar
asociaciones significativas al azar, por este molivo
Svejgaard sugirié reduciy el nuamero de inferencias
incorrectas mediante la correccion de Bonferoni que consiste
en multiplicar el nivel de significancia (p), obtenido por

X4, por el numero de antigenos evaluados (pc) (Hawkins 1981).
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AMIBIASIS

Etiologia.

La amibiasis es una enfermedad infecciosa aguda o cronica en
el hombre causada por Entamoeba histolytica la cual afecta
principalmente al colon y secundariamente al higado y otros
organos. Aunque otras amibas (K. dispar, E. hartmani, E.
coli) pueden ser encontradas en el homnbre generalmente no son
patdgenas. La amibiasis presenta una distribucion nmundial
aungue ocurre con mayor frecuencia eh regiones de clima
cdlido y huamedo, tropicales y subtropicales, con bajo nivel
socioecondmico y mal saneamiento ambiental. En México la
infeccién se presenta en forma endémica. En la Ciudad de
México entre 2 y 10% de los casos de diarrea aguda infantil
tienen a E. histolytica como agente causal (Pickering et al.
1978), en tanto que la mayor prevalencia (20.95% y 27.0%) se
ha reportado en Corregidora, Querétaro y en un campamento de
damnificados por la erupcién del volcén Chinchonal en Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas (Gonzalez-Galnares et al. 1986).



Clagificacidn.

E. histolytica se ha clasificado dentro del reine Protista,
subreino Protozoa, phylum  Sarcomastigophora, subphylum
Sarcodina, superclase Rhizopodea, clase Lobosea, orden
Amoebina, suborden Tubulina y género Entamoeba. La posicién
de Fntamoeba en el Arbol filogenético obtenido mediante el
andlisis de RNAr sugiere que sc origina a partir de
flagelados que contienen mitocondrias citoplasmicas. Un
andlisis reciente, basado en la presencia de organelos
nembranosos citoplasmicos, coloca al género Entamoeba en una

clase distinta: Entamoebae (Meza 1992).

Ciclo de vida.

Este pardsito comprende dos estadios: la forma vegetativa y
el quiste. La primera representada por el trofozoito, una
célula extremadamente dinadmica y pleomérfica que se mueve
mediante la emision de seuddpodos y se reproduce por fisidn
binaria. El trofozoito, es la forma responsable de la
sintomatologia propia de la enfermedad, sin cmbargo, no puede
sobrevivir fuera del individuo y es destruido facilmente por
el jugo gastrico después de su ingestién, mientras que el
quiste es la forma de resistencia e infectante causante de la
transmision y propagacién de la amibiasis (Martinez-Palomo

1987) .
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E. histolytica carece de estapas sexuales y de hospederos
intermediarios, su ciclo de vida comienza con la ingestion de
quistes provenientes de las heces de algun  individuo
infectado. Estos quistes pueden transmitirse por contacto
directo con manos contaminadas (infeccion ano-mano-boca),
alimentos y agua contaminados o por vectores bioldgicos como

la mosca y la cucaracha.

Una vez ingeridos los quistes pasan al estdmago, la pared
quistica es resistente al jugo gastrico, posteriormente los
quistes llegan al intestino delgado inferior en donde ocurre
la exquistacién y de cada uno surge una amiba que contiene
los cuatro nucleos quisticos y de éstos por division
citoplasmatica surgen ocho trofozoitos, los cuales continutan
por el intestino grueso, en donde se reproducen por fision
binaria transversa para dar un namero de trofozoitos capaces
de colonizar cualquier porcion del intestine grueso
(generalmente la porcién cecal y el rectosigmoides). El
trofozoito inicialmente vive en la Jluz der intestino grueso
alimentandose de bacterias y secreciones intestinales donde

se transforma en quiste durante el estado de comensal.

El establecimiento de la amiba en el epitelio intestinal

depende tanto del pardsito como del huésped. Los trofozoitos



en este punto pueden segquir dos caminos: 1) establecerse en
el intestino o penctrar la mucosa y submucosa por accion
mecanica y proteolitica o 2) ser arrastrados al exterior con
la materia fecal, en este caso pueden pasar primero por un
estado prequistico y aparecer en las heces como quistes
viables por algunas semanas o hasta neses, dependiendo de las
condiciones ambientales, completando asi el ciclo bioldgico

{Ravdin 1995%),

Patogénesis.

La patogénesis puede ser definida como ¢l conjunto de eventos
celulares, reacciones y otros mecanismos que se llevan a cabo
en el desarrollo de la enfermedad (Tortora & Anagnostakos

1877).

La amibiasis invasora humana intestinal o extraintestinal
tiene las siquientes caracteristicas:

1) Es altamente destructiva y causa necrosis répida vy
extensa.

2) Produce poca inflamacion tomando en cuenta el qrado de
destrucibdn tisular.

3) No logra estimular la eosinofilia tisular cuando se

compara con otras enfermedades parasitarias.



4) En algunos tejidos humanos es posible encontrar en el
mismo corte microscopico areas necroticas con amibas muertas,
dreas con anibas viables mezcladas con células inflamatorias
y &reas con amibas viables con tejido no dafado y sin
inflamacién.

5) La lesiones amibianas rara vez son hemorragicas.,

6) En el tratamiento adecuado las lesiones sahan con
restitucion casi completa y poca cicatrizacion (Krebtschmen

1990) .

Los sindromes que resultan de la infeccion por E. histolytica
son: infeccidtn asintomatica, infeccidtn sintomdtica no

invasiva e infeccién sintomatica invasiva (Trevino 1990).

Infeccidén asintomatica.

A los individuos que albergan al protozoario por tiempo
prolongado, sin presentar manifestaciones clinicas, se les
denomina portadores sanos o asintomadticos y representan

aproximadamente el 90% de los individuos infectados.

Infeccién sintomatica no invasora (amibiasis intestinal) .
La enfermedad amibiana intestinal es mas frecuente en los

nifos que en los adultos y son afectados por iqual de un sexo



u otro. Los sindromes que se presentan son el diarrcico y el
disentérico. En el primero el paciente cursa cou dolox codlico
abdominal moderado  sin Lenesmo rectal, con diarrea
sanguinolenta ligera y no presenta fiebre. En cambio, el
sindrome disentérico se caracteriza por un promedio de cuatro
a seis evacuaciones mucosanguinolentas por dia, con dolor
cHlico abdominal de leve a moderado que precede a la

evacuacion, existe tenesmo rectal y no hay fiebre.

En el sindrome disentérico existen tres formas c¢linicas de
amibiasis intestinal (colitis fulminante, ameboma y

apendicitis) mucho mas agresivas aunque raras, que por lo

general ocurre mas frecuentemente en adultos que en nifos.

La colitis fulminante es una enfermedad amibiana grave y de
curso .radpido que se presenta en 6 a 10% de los pacientes con
infeccién sintomadtica. Las lesiones abarcan zonas extensas,
en algunas ocasiones comprende la totalidad del intestino
grueso, son de tipo ulceronecrético y llegan a afectar todas
las capas del colon evolucionando a la perforacién. En los
nifios es poco frecuente y cuando ocurre es en menores de dos

anos.

E1 ameboma ocurre como lesiones seudotumorales debidas al

engrosamiento acentuado de la pared intestinal causada por
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necrosis, inflamacion, edema de la mucosa y submucosa del
colon, ulceraciones y ausencia de fibrosis. Ocurren
primordialmente en los segmentos verticales del colon, el
ciego, el rectosigmoides y los angulos hepatico y esplénico.
Por lo regular e¢s de evolucion aguda, llegéndose a presentar
algunos casos cronicos y asintomaticos que se descubren por
palpacién o estudio radioldgico. En los nifios es  una

enfermedad muy rara,

La apendicitis amibiana es un tipo de amibiasis invasora
localizada en el apéndice ileocecal y se caracteriza por
presentar inflamaciébn, necrosis, eventualmente perforacidn y
lesiones ulcerosas del ciego. Clinicamente es parecida a la
apendicitis bacteriana pero un dato clinico 0til es la

presencia de numerosas evacuaciones sanguinolentas.

Infeccibn sintomitica invasora (amibiasis
extraintestinal).

Cuando E, histolytica logra atravesar la barrera intestinal
puede entrar en vénulas portales, en linfaticos o como
resultado de las lesiones ulcerativas puede alcanzar los
capilares transporténdose por la circulacién portal y llegar
a otros 6rganos y tejidos como pulmén, cerebro, piel, dérganos

genitales Y el higado, produciéndose la amibiasis
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extraintestinal (hepatica, cerebral, pleuropulmonar y

cutanea) .

Amibiasis cutanea.- Resulta del contacto directo del parasito
con la piel. Puede ser primaria cuando el parasito no se
encuentra en otro lado y por lo regular se observa en la
region genital, o secundaria cuando se presenta en la region
perianal debido al contacto de 1los troftozoitos en las

secreciones o por transmision sexual (Trevifio 1990),

Amibiasis cerebral.- Es un padecimiento muy raro que ocurre
en menos del 1% de los pacientes con disenteria amibiana y en
menos del 3% con AHA. Puede presentarse a cualquier edad y es
de tres veces mas frecuente en hombres qgue en mujeres. La
diseminacién ocurre por via hematdgena a partir de un AHA, en
raras ocasiones desde el intestino mediante los plexos
venosos paravertebrales y con menos frecuencia a través de

los pulmones sin que resulte afectado este drgano.

Amibiasis pleuropulmonar.- El AHA que se localiza en la
ctiipula del higado puede producir reaccién inflamatoria
pleuropulmonar o pericérdica por contigilidad o apertura hacia
las distintas estructuras intratordcicas. La complicacién mas
frecuente por apertura es hacia los bronquios debido a las

adherencias hepato y pleurodiafragmadticas. La canalizacioén
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del material necrotica a través de un bronquio puede causar
la muerte por asfixia, a causa de la inundaciéon masiva y

brusca de las vias respiratorias, en especial a los nifos.

Absceso hepdtico amibiano (AHA).- La infeccién hepatica es la
mas frecuente y resulta de la llegada de los trofozoitos
cuando migran desde el colon al higado por via de las venas
mesentéricas y la via portal. El AHA es una de las
complicaciones mas graves de la amibiasis, aunque esta forma
se puede presentar a cualquier edad ocurre con mayor
frecuencia en adultos entre los 20 y 40 afos, es de tres a
cuatro veces mas frecuente en hombres que en mujeres y en 50-
66% de los casos no se acomparia de historia previa de diarrea
{Gutiérrez 1986, Trevifo 1990, Muioz 1990). E1l AHA es 10 a 30
veces mas frecuente en adultos que en nifos, sin embargo en
éstos ultimos es de evolucién més aguda y predomina en
menores de 5 afios (Mutioz 1990). A diferencia de los adultos,
los niflos de un sexo u otro resultan afectados en proporcién
semejante y revisten una mayor gravedad (Gonzdlez-Galnares y
Gutiérrez 1986), con una tasa de mortalidad del 26.9% hasta
antes de 1970 kGutiérrez et al. 1970) y una tasa actual del
2% (Basile et al. 1983). La reducciéon actual en la tasa de
mortalidad por AHA es resultado de la mejoria en la atencidn

médica, el diagnostico temprano, el uso de metronidazol y la
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reduccién de punciones inneccesarias (Gomez-Alcala et al.

1995) .

Bl inicio de la sintomatologia se caracteriza por dolor
intenso (que es uno de los sintomas mas importantes) que se
localiza por lo general en el cuadrante superior derecho. El
dolor aumenta con la respirecion profunda, con la tos, con la
posicién de decibito lateral derecho y al apoyarse en la
pierna derecha al caminar. Cuando el absceso se encuentra en
el lado izquierdo el dolor se percibe en el epigastrio. La
fiebre es otro sintoma de este padecimiento, la hepatomegalia
suele ser de superficie lisa y dolorosa al tacto, los
sintomas respiratorios se presentan cuando el crecimiento del
higado comprime el diafragma, también se llegan a presentar
sintomas gastrointestinales (ndusea, vomito, anorexia vy
colitis) y la necrosis hepédtica puede ocurrir debido a
isquemia por obstruccién de los vasos de la via portal. Los
trofozoitos también 1llegan "a invadir a los tejidos
periféricos. La ruptura del AHA es la complicacién mas comin
y grave (Ravdin 1995, Rustgi & Richter 1989). Para el
diagn6stico son importantes una leucocitosis entre 12,000 y
18, 000 leucocitos/mn3, la presencia de anticuerpos
antiamibianos y la confirmacién del absceso por gammagrafia,

ultrasonido o tomografia axial computarizada (Trevino 1990).
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Epidemiologia.

La prevalencia mundial de la amibiasis se estima en alrededor
de 500 millones de casos por afio (excluyendo a la poblacién
de China). Un 10% de los individuos afectados (40-50
millones) presentan alguna forma (usualmente leve) de
invasién tisular y de estos sdlo una fracciéon no mayor del
1%, aproximadamente 500 mil, desarrolla absceso hepatico

amibiano (Walsh 1986).

A nivel mundial la amibiasis ocupa la tercera causa de muerte
debida a enfermedades parasitarias, s6lo después de 1la
malaria y la esquistosomiasis. En México, la amibiasis
constituye un problema prioritario de salud, debido al numero
de enfermos y de defunciones que ocasiona. Datos publicados
en 1987 indican que de 16 millones de portadores 1,2 millones
desarrollan la enfermedad y de éstos 10 mil padecen AHA
(Gutiérrez 1987). La infeccién se encuentra extendida
practicamente en todo el pais y en forma independiente de las
condiciones climaticas se ha visto que esta enfermedad tiene
relacién estrecha con las condiciones sanitarias asi como el

bajo nivel socioéconémlco de la poblacién.

Las principales causas de muerte por amibiasis a mnivel

mundial son la colitis fulminante y el AHA. La mortalidad en



el AHA se encuentra entre el 2% y 10% y en la colitis
fulminante es del 70%, La evaluacidon de 5000 necropsias
efectuadas en el Hospital General "Bernardo Septlveda', CMN,
IMSS mostré 271 casos de amibiasis en las primeras 3000
necropsias (5.4%) y 114 en las 2000 restantes (2.2%), 75.6%
de los casos en el primer ygrupo y 81.5% en el segundo grupo
correspondieron a AHA, en forma similar la afectacién del
colon mostré una frecuencia del 72.3% en el primero grupo y
del 78% en el sequndo grupo (Ramos~Martinez et al. 1986). Por
otra parte de 278,425 enfermos hospitalizados en 1969 en 29
hospitales del IMSS 0.7% fueron casos de AHA, la frecuencia
mas elevada (2.1%) fue encontrada en hospitales para adultos
(Alvarez-Alva et al. 1971). La letalidad por AHA en adultos
se ha reducido del 2.0% a 0.2% y en nifos del 26.9% a 1.1% en
diferentes épocas (Gutiérrez 1986, Gonzdlez-Galnares et al.

1986) .

Se han propuesto ciertos factores de vriesgo para el
desarrollo del AHA tales como la virulencia de la amiba o
factores predisponentes del huésped (inmunocompetencia, sexo,
estado nutricional y condiciones sanitarias) (Jiménez-Cardoso

y Kumate 1982, Alvarez-Alva et al. 1971).
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Relacién huésped-parasito.

Tal vez la prequnta mas frecuentemente hecha ha sido gporqué
solamente el 10% de los portadores desarrollan amibiasis
invasiva?, tres son las principales hipotesis que responden a
esta pregunta:

1) Entamoeba histolytica es una sola especie patégena la cual
en el huésped produce lesiones intestinales que pueden o no

producir sintomas clinicos.

2) Entamoeba histolytica es normalmente un comensal que
reside en el colon, el cual ocasionalmente se transforma en

patégeno.

3) En los estudios previos de amibiasis no se habia
considerado la existencia de 2 especies de Entamoeba
morfoldgicamente idénticas: Entamoeba histolytica una especie

patébgena y Entamoeba dispar no patégena (Diamond & Clark

1993).

En apoyo de la primera hipotesis se encuentra el reporte de
que la axenizaciéon de E. Ahistolytica, con un patréon
isoenzimdtico (zimodemo) no patégeno, puede inducir el
desarrollo de un zimodemo patdégeno, en tanto que los
trofozoitos patdgenos adquieren zimodemo no patdégeno al

cocultivarse en presencia de flora bacteriana de cultivos



zenicos (Mirelman et al. 1986). Un mayor ntmero de estudios
apoyan a la tercera hipétesis (Gitler et al. 1985, Diamond &
Clark 1993, Petri et al. 1994, Haque 1994). Brumpt oen 1925
propuso la existencia de una  Entamoeba no  patdgena
morfolégicamente idéntica a E. histolytica con sus cualro
nicleos en la forma quistica y que también media 10pm o mas

de didmetro a la cual 1llamd E. dispar (Diamond & Clark 19933)

Basdndose en la tipificacidén iscenzimadtica Sargeaunt reportd
dos grupos de E. histolytica, uno no patégeno que fue aislado
de portadores asintomaticos y el otro patdgeno proveniente de
pacientes y mostraron que la identificacién de E. histolytica
usando unicamente el microscopio produce una sobreestimacion
hasta del 83.3% atribuible a la presencia de F. dispar
(Sargeaunt 1992). Solo recientemente se ha podido distinguir
a E, histolytica de E, dispar mediante la realizacidn del
perfil isoenzimatico (fosfoglucomutasa, peptidasa,
hexocinasa, aldolasa y glucosafosfatoisomerasa), el uso de
anticuerpos monoclonales' contra algunas proteinas de E.
histolytica (lectina Gal/GalNAc, Ag de 96 kDa, Ag de 30 kba y
Ag de 84 kDa) o contra el antigeno de 60 kDa presente en la
menbrana de cepas no patégenas (Mirelman et al. 1992) y los
productos del RNA ribosomal al ser expuestos con enzimas de

restriccidon (Clark & Diamond 1992).



Estudios in vivo e in vitro han demostrado que la patogéhesis
causada por E., histolytica requicre primero la colonizacion
intestinal, destruccién o disolucion de la mucosa del colon
adherencia amibiana y la lisis de las celulas epiteliales de
la mucosa (Chadee et al, 1988)., La adherencia a la mucosa
intestinal y la subsecuente destruccion de las barreras son
mecanismos importantes por los cuales FE, histolytica causa
invasién. Los trofozoitos penetran en el revestimiento nucoso
de las vellosidades adhiriéndose a las células subyacentes
del intestino a través de las lectinas de 260  kba
(Gal/GalNAc}) 'y 220 kDa (GlcNAc) y requieren de la
participacién de receptores de componentes de la matriz
extracelular, colégena y fibronectina, como es el caso del
receptor de la fibronectina (140kDa)}. La interaccciéon de las
células es seguida por la degradacién de estos componentes
mediante la secrecién de la colagenasa al medio externo,
proteasas selectivas a fibronectina y laminina, la formacioén
del amebaporo (canal ibénico) originando una entrada excesiva
de ca?t en la célula provocando la 1isis y muerte de ésta,
Los trofozoitos ademas de ponerse en contacto con las células
de la mucosa lo hacen con la sangre y el sistema inmune

(Talamds-Rohana et al, 1992, Vazquez-Prado et al. 1992).

El huésped evade la colonizacién intestinal al destruir a la

adhesina (especifica para galactosa) mediante proteasas
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pancredticas, sales biliares y glicosidasas bacterianas. En
tanto que la subunidad de 170 kDa es la que protege a la
amiba contra el ataque del complemento impidiendo la
formacion del complejo de ataque a la membrana (MAC) C5b6-9,
al poseer un dominio de cistelnas que tienen reaccién cruzada
con CD59 que es un inhibidor del ensamble de C8 y €9, (Braga

et al. 1992},
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PARASITOSIS Y HLA

La susceptibilidad o resistencia del huésped a diferentes
infecciones parasitarias parecen estay reguladas
genéticamente. Debido a que las wmoléculas del MHC estan
involucradas en la requlacién de la respuesta inmune, varios
estudios han tratado de evaluar su participacion en la
susceptibilidad 0 resistencia a las enfermedades
parasitarias. La mayoria de los estudios que se han realizado
a la fecha han sido efectuados en helmintos como Trichinella

y protozoarios como Plasmodium, Trypanosoma, Toxoplasma vy

Leishmania.

Trichinella spiralis y T. pseudospiralis.

Los grupos de Wassom y Wakelin fueron los pioneros en
investigar en varias cepas de ratones la asociacion entre los
genes H-2 y la susceptibilidad a la infeccion con T.
spiralis. Wassom encontré en ratones Bl0 una asociacién entre
H-2 y la susceptibilidad o resistencia a Trichinella (Wassom
& Kelly 1990). Wakelin en 1980 observé también que los

ratones B0 con alelos H-2bd/K/dimy¥2, presentaban una
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respuesta ihmune baja contra 7T, spiralis la cual eliminaban
s6lo 20 dias después de la inoculacidén, mientras que los
ratones NIll, SWR y DBA con alelo H-29 presentaban una
respuesta inmune fuerte y eliminaban T, spiralis entre los
dias B8 y 12 postinoculacién (Wakelin 1980). Posteriormente el
mismo grupo después de realizar transferencias homdlogas vy
heterélogas de células linfoides en ratones, concluyd que la
expulsién de T. spiralis se asocia tanto con genes H-2 como
con genes fuera del MHC ({genes background) (Wakelin &
Donachie 1980, 1983) e identificaron los genes Ts-1 en la
regién I-A y Ts-2 entre el loci 5 y D, ademis de que
demostraron una asociacidén negativa entre la molécula I-kK Y
la resistencia a la infeccién, asi como una asociacidn
positiva de la misma I-EK y la susceptibilidad a la infeccidn
por T. spiralis. Kennedy en 1991 también estudié el
comportamiento de la respuesta humoral hacia los antigenos de
7. spiralis y encontré que la resistencia o snsceptibilidad
estaba asociada a la regidén I-A aunqgue no pudo correlacionar
a un antigeno en particular (Kennedy et al. 1991). Pond et
al. (1988) reportaron que en los ratones susceptibles, B10.BR
H—?.k, habla aumento de IgGy e IgE, mientras que en los
ratones resistentes, AKR también H~-2K, Igi e IgGy estaban
disminuidas y la IgGy, aumentada. Wakelin en 1994 también
observé un aumento de IgGy o IgGy, en ratones NI infectados

con T. pseudoespiralis y T. spiralis, respectivamente
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(Wakelin et al. 1994). En el cerdo Madden y su grupo también
mostraron una asociacion del MHC con la eliminacién de 7.

spiralis (Madden et al. 1990).

Leishmania donovani y L. major.

Plant et al. en 1982 mostraron que en la fase temprana de la
leishmaniasis visceral o Kala-azar causada por L. donovani,
la respuesta inmune es inespecifica y es controlada por el
gen Lsh que se encuentra en ¢l cromosoma 1, un gen homdlogo
al gen Ity que participa en la infeccién con Salmonella
typhimurium y al gen Bcg que interviene en la infeccidn con
Mycobacterium bovis, M. lepraemuriun y M. iIntracellulare
(Plant et al. 1982). En cambio, en la fase tardia la
resistencia a la infecciodn si es controlada por los genes H-
2, asi, cn los experimentos realizados en ratones B10 que
expresan los alelos H-25 o H-2F, se observa que la
eliminacion de L. donovani ocurre en 50-85 dias después de
haber sido inoculados, por otra parte, aquellos que expresan
el alelo H-2P la eliminan a los 130 dias y los ratones que
tienen H-2dsiq, £ no pueden eliminar al parasito.
Posteriormente Blackwell observdé susceptibilidad a L.
donovani en los ratones I-gk positivos y resistencia en los

ratones I~Ak, estos resultadns fueron también confirmados In



vivo usando anticuerpos monoclonales dirigidos a estas

moléculas (Blackwell & Roberts 1987).

Wassom en 1990 propone tres hipdtesis en base a la
participacion de la molécula 1-EX en la susceptibilidad a la
infeccién parasitaria: 1) La expresion de la molécula 1-Lk
puede influir en la composicién del repertorio de la célula
T. 2) Durante la generacion de la respuesta inmune especifica
al antigeno puede producirse células T autoreactivas que
identifiquen moléculas parecidas a clase Il. 3) Cuando el
antigeno es presentado a las células 1 por la molécula I~k
puede activar células las cuales suprimen una respuesta I-A

restringida al mismo antigeno (Wassom & Kelly 19930)

En la infeccidén por L. major, por el contrario, no se
presentan las dos fases, no participa la molécula I-FE ni el
gen Lsh y el gen asociado a la suceptibilidad (Scl) se
encuentra en el cromosoma 8, sin embargo, los experimentos en
los ratones B10 han mostrado que los ratones con los alelos
H-2d,d son resistentes mientras que los ratones BALB/c (H~
2d/b,;q) y SWR (H-29) son susceptibles a L. major (Howard et

al. 1980, De Tolla et al. 1981).
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Plasmodium sp.

Welss al intentar desarrollar una vacuna contra la malaria
utilizando como antigeno una secuencia  repetitiva de
aminodcidos, asparagina, alanina, asparagina, prolina (NANP),
observé que sdlo los ratones con el haplotipo 1i-2b producian
anticuerpos contra ¢l NANP., Mientras que al realizar sus
experimentos con P, yoelil encontrd que los ratones BALB/c 1l-
2d y B10 H-29 inmunizados con los esporozoitos desarrollaban
proteccién, lo cual no ocurria en los ratones con los alelos

1-2b o H-2K (Weiss et al. 1989).

Mendis et al. en 1990 consideraron que en humanos los genes
HLA podian influenclar la respuesta del anticuerpo hacia los
antigenos de la malaria, pero no realizé un estudio
inmunogenético. Por su parte, Hill et al. en 1991 encontraron
una asociacién del antigeno HLA-B53 con la resistencia a la
malaria en los nifos africanos. Posteriormente, Hill et al.
en 1992 reportarén la participacién de oltros antigenos clase
I, HLA-B35, HLA-A2, HLA-B8, HLA-B7 y HLA~B58. En forma
similar, Dieye et al. en 1993 utilizando merozoitos como
antigenos encontraron que los individuos con HLA-B51
reconocian al antigeno MSPI(42), mientras que los HLA-DRI

positivos reconocian al antigeno MSPI(19).
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Trypanosoma cruzi.

Powell y Wasson observaron que los ratones Bl0O con el mismo
fondo genético y diferente H-2 (d, q, O y?) most.raban
resistencia a T. cruzi y que los ratones con el alelo H-2K
eran susceptibles. A su vez en ratones del mismo haplotipo H-
29, pero diferente fondo genético, observaron que las cepas
B10 y DBA eran resistentes mientras que la cepa C3H era
susceptible a la infeccidn, por lo que concluyeron que s6lo
los ratones que presentaban ambos genes de resistencia, MIC y
background, eran capaces de superar una infeccidén aqguda.

(Powell & Wassom 1993).

Toxoplasma gondii y Giardiasis.

Los ratones BALB/c con haplotipo (d) son capaces de reqular
el desarrolle de quistes cerebrales 1% encefalitis
toxoplédsmica causada por fToxoplasma gondii (Blackwell et al.

1993},

En los ratones con diferentes haplotipos (H-2D/diKy 14
infeccién por Giardia muris ha revelado que los genes MHC
determinan el curso de la infeccién en los ratones BALB/c
pero no asi en los ratones CS7BL y que los genes background

participan en el control de la infeccién prevaleciendo su
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efecto sobre la influencia del MHC (Venkatesan et al. 1993),
En humanos se ha nmostrado una asociacidn entre giardiasis
cronica o sintomatica y los antigenos HLA-AY, HLA-A2, HLA-BB,

HLA-B12 y HLA-DRS (Mantovani et al. 1990, Mbaza et al. 1988).

Amibiasis.

Los estudios de asociacién entre los genes MHC y la amibiasis
en animales de experimentacidon son escasos y {recuentemente
contradictorios. La susceptibilidad a la amibiasis intestinal
en ratones parece estar regulada por un gen dominante Enh
fuera del complejo H-2 (Ghadirian & Xongshavn 1984). En el
hombre la susceptibilidad al absceso hepatico amibiano ha
sido asocliado con la presencia del antigeno HLA-DR3 y el
complotipo $C01, codificados dentro de Ia regidon MIC,
aparentemente no integrados como un solo haplotipo de riesgo
{Arellano et al. 1991), sin embargo, la participacion de
estos genes u otros dentro o fuera de la regién MHC asociados
con la susceptibilidad a la amibiasis en otros grupos

étnicos, no ha sido investigada.
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OBJETIVOS

1.- Evaluar las frecuencias de antigenos HLA-A, HLA-B, HLA-DR
y complotipos en una poblacion de 50 pacientes pediatricos
con AHA que permita una mejor camparacion estadistica, con la

poblacion de pacientes adultos con AHA.

2.~ Investigar si las caracteristicas clinicas del AIA en
nifos se asocian con una mayor frecuencia en los antigenos de
riesgo HLA-DR3 y SCO1 o si existen otros antigenos asociados

al AHA en ninos.

3.~ Analizar mediante técnicas moleculares la regiéon HLA-D
(DR, DQ) en los paclientes pediatricos con AHA y sus testigos
para investigar si existe una asociacién mas fuerte con

ciertos polimorfismos del HLA~DR.

4.- Analizar el DNA de los pacientes HLA-~DR3+ para tratar de
identificar la posible asociacidn entre la susceptibilidad al

AHA y algin subtipo especial de HLA-DR3.
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HIPOTESIS

La mayor incidencia de absceso hepatico amibiano (ABA) en
México estd relacionado con un gen de susceptibilidad
asociado econ el complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) .

Las caracteristicas clinicas especiales del absceso hepatico
amibiano en niflos estan asociadas con una mayor frecuencia
antigénica HLA-DR3 y de complotipo SCO01.

El anélisis molecular de la regién HLA-D y complotipos
confirmard la existencia de un haplotipo de riesgo (DR, DbQ,

C') asociado con la susceptibilidad al AHA.
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MATERIAL Y METODOS

ESTUDIO SEROLOGICO

Pacientes.

Se revisaron los expedientes de pacientes pediatricos con
diagnéstico de absceso hepitico amibiano (AHA) el cual fue
confirmado antes de los 13 anos de edad clinicamente, por
serologia, imagenologia y por respuesta al tratamiento en el
Hospital General de México de los aflos 1983-1930 y del
llospital Infantil de México los expedientes de 1981-1990,
obteniéndose 50 pacientes pediatricos, 27 niflos y 23 nifas,

con AHA.

Testigos.

Se incluyeron como testigos 70 niflos sanos (< de 13 afios de
edad), 40 ninos y 30 nifas, todos ellos asistentes al
Hospital de Pediatria por razones quirdrgicas y con el
consentimiento paterno; un grupo de 33 pacientes adultos con

disenteria amibiana y titulos -elevados de anticuerpos
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antiamiba, 15 hombres y 18 mujeres; asi como 110 pacientes
adultos con AHA, 95 hombres y 15 mujeres; y 110 testigos
adultos  sanos, 55  hombres y 55 mujeres, estudiados
previamente (Arellano et al, 1991), Todos Jos testigos fueron

de similar condicién étnica y socioecondmica.

Obtencién de las muestras de sangre.

A cada uno de los pacientes y testigos, excepto en testigos
neonatos, se les tomd wuna muestra de 20 ml de sangre
periférica, 15 ml fueron desfibrinados con perlas de vidrio
de 5 mm de didmetro {(Corning, NY, USA), en una relacion de 1
perla/ml de sangre, Yy se usaron para la determinacién
serologica de los antigenos HLA ABC y DR y los restantes 5 ml
de sangre anticoaqulada con EDTA (Sigma, St. Louls, MO, USA)
se usaron para la tipificacion molecular del sistema HLA y el
plasma EDTA se guardé a -70°C hasta su uso en la evaluacién
de complotipos, Para el estudio serol6gico y molecular en los
neonatos se tomé una muestra de 10~-20 ml de sangre
placentaria obtenida de cordén umbilical, usando EDTA como

anticoagulante,
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Obtencidén de linfocitos T y B.

Los linfocitos T y B se aislaron a partir de una suspension
de ceélulas mononucleares (linfocitos y monocitos) obtenidas
por centrifugacidon de la sangre, destibrinada 0
anticoaqulada, diluida 1:1 con medio RPMI 1640 sobre un
gradiente de densidad de Ficoll-llypaque (Histopaque 1077,
Sigma, St. Louis MO, USA). Los linfocitos T se obtuvieron por
seleccién negativa usando perlas inmunomagnéticas (bDynabeads
M450, Pan B) cubiertas con un anticuerpo monoclonal anti CD19
{Dynal Inc., NY, USA) el cual retiene linfocitos B al ser
atraidos por el concentrador de particulas magnéticas Dynal
MPC1l (Dynal Inc., NY, USA) y deja libres a los linfocitos T,
o por seleccidén positiva usando perlas cublertas con un
anticuerpo monoclonal anti CD2 (Dynabeads M~450 Pan-T, Dynal
Inc., NY, USA}, en ambos casos sc obtuvieron linfocitos T
utiles para la tipificacién seroldgica  HLA-ABC. Los
linfocitos B también se obtuvieron a partir de una suspensién
de células mononucleares usando seleccidn positiva con perlas
inmunomagnéticas cubiertas c¢on anti CD19 o mediante la
eliminacién selectiva de células no B (linfocitos T vy
monocitos) usando anticuerpos monoclonales y complemento
(Lymphokwik-B, One Lambda 1Inc., Los Angeies, CA, USA), en
ambos casos se obtuvieron linfocitos adecuados para la

tipificacién serolégica de HLA-DR y HLA-DQ.
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Tipificaciodn serolégica de HLA ABC y DR.

La determinacioén serologica de los ankigenos HLA se realizo
en linfocitos T o B, sequn la tipificacion HLA-ABC O HLA-DR
respectivamente, por ¢l método de microcitotoxicidad en dos
pasos de uso estandar en los Institutos Nacionales de Salud
de los Estados Unidos de NorteAmérica (NIH). ¥n dicho método,
los sueros anti-HLA primero reconocen un antigeno especifico
sobre la membrana de los linfocitos T o B y posteriormente
fijan el complemento, lo cual resulta en la alteracién de la
permeabilidad celular que permite evaluar la reaccioéon de
lisis celular y viabilidad usando colorantes vitales como la

eosina y/o azul tripano (Sigma, St. Louis, MO, USA).

La tipificaciéon HLA-ABC y HLA-DR se efectué en placas
comerciales (Pel-Freez, Brown Deer, WI, USA) las cuales
contienen 140 antisueros contra antigenos HLA-A,-B,~-C y 50
antisueros contra HLA-DR y DQ. Se usé como fuente de
complemento suero total de conejo (Pel-Freez, Brown Deer, WI,

Ush) .

Determinacién de complotipos.
Tipificacién de C2. Las variantes polimérficas de C2 fueron

identificadas por isoelectroenfoque, de muestras de plasma,
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en un gel de acrilamida (Sigma, St. Louis, MO, USA) seqguido
de un ensayo de su funciéon hemolitica, en la zona de
migracion de €2, usando eritrocitos de carnero sensibilizados

con un anticuerpo especifico y complemento deficiente en C2.

Tipificaciéon de C4, Las variantes polimorficas de C4A y 4B
fueron identificadas por electroforesis de muestras de
plasma, desializadas con neuraminidasa de Clostridium
perfringens tipo VI (Sigma, St. Lonis, MO, USA) en gel de
agarosa (Sigma, st. Louis, MO, USA) seguida de
inmunoprecipitacién con un antisuero especifico anti C4

(Atlantic Antibodies, Scarborough, MN, USA).

Tipificacién de factor B. Las variantes del factor B fueron
identificadas por electroforesis de plasma en gel de agarosa
usando un buffer veronal alcalino, seguido de
inmunoprecipitacién con un suero especifico anti factor B

humano (Atlantic Antibodies, Scarborough, MN, USA).
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ESTUDIO MOLECULAR

Pacientes.
Para el andlisis molecular se incluyeron 41/50 pacientes
pedidtricos, 21 ninos y 20 ninas con AHA, estudiados en el

andlisis serolégico.

Testigos.
Se incluyeron 103 testigos sanos (53 masculinos y 50

femeninos) de 0 meses a 45 anos.

Extraccién del DNA,

La extraccién del DNA gendémico en los adultos se efectud,
usando una macrotécnica, a partir de 20 ml de sangre
periférica total 1la cual se tratdé con proteinasa K vy
solventes orgédnicos (fenol-cloroformo) en cuyo proceso las
proteinas y contaminantes celulares son desnaturalizados Yy
mantenidos en la fase orgéanica, mientras que el DNA que
permanece en solucidén en la fase acuosa se precipita con

etanol para eliminar sales y otros solutos contaminates que
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permanecen en  solucion., Mediante este procedimiento se

obtiene un alto rendimiento de DNA de buena calidad (DNA de

alto peso molecular) favorable para el andlisis molecular.

La extraccidon del DNA genomico en los pacientes pedidtricos
se efectud por triplicado mediante una microtécnica, a partir
de 300 pl de sangre periférica anticoagulada con EDTA, usando
una sola extracciéon con cloroformo. E1 DNA obtenido de tres
extracciones fue suficiente para efectuar el analisis

molecular.

La concentracién del DNA obtenido por ambos métodos de
extraccion fue evaluada mediante el corrimiento
electroforético de wuna alicuota de cada muestra y su
cuantificacién espectrofotométrica. En base a esta evaluacién
se confirmé que la extraccién del DNA fue exitosa en 41/41

muestras de pacientes pedidtricos y en 103/103 testigos.

Amplificacibén del DNA.

La amplificacién del DNA se efectud mediante la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) usando como
iniciadores (primers) DR-Beta y DQ-Beta genéricos asi como

primers especificos de grupo (DR52} vy/o de alelo. La
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amplificacion en todos los casos fue comprobada mediante el

corrimiento electrofordético en un gel de agarosa al 1%,

Amplificacién de la regidén DR-Beta.

Inicialmente el DNA de 41/4] pacientes pediatricos y 72/103
testigos se amplificod para la regiotm DR-beta genérico usando
los primers especificos para esta region de acuerdo a los
protocolos del onceavo taller internacional de
histocompatibilidad (Yokohama, Japon, 1991), sintetizados en
Madrid, Espaia o en el Intituto de Investigaciones Biowédicas
UNAM, México D.F. y/o utilizande un kit cowmercial (Lifecodes,

Stamford, CT, USA). Tabla 1.

Muplificacibén de la regibén DQ-Beta.
Para esta regidn también se usaron primers especificos de
acuerdo a los protocolos mencionados anteriormente. Se

amplificaron 39/41 muestras de pacientes pediatricos y 41/103

testigos. Tabla 1.
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Amplificacién con primers especificos de grupo.

Para la region DR~-Beta se reevaluvaron los antigenos asociados

con HLA-DR52. Se amplificd con primers de baja resolucion

especificos del grupo e  hibridacion con las  sondas

especificas para asignhar con certeza los antigenos HLA-DR3,

HLA-DRS (DR11, DR12), HLA-DRG (DR13, DR14) y HLA-DRB (Tabla
1) (Mercier et al. 1994, Chia et al. 1993).
T A B L A 1

No. REGION SECUENCIA 5’ SECUENCIA 3’

1 |DR-p genérico |CCCCACAGCACGTTICTTG CCGCTGCACTGIGARGCTCT
2 |pg-p genérico | CATGTGCTACTTCACCAACGG CTGGTAGTTGTGTCTGCACAC
3 |pr-p1+03 GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC TGCAGTAGTTGTCCACCCG

4 | pr-p1+o08 CGTTTCTTGGAGTACTCTACGGG CTGCAGTAGGTGTCCACCAG
5 |pr-p1+11 GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC TCAGGCTGTTCCAGTACTCCT
6 |pR-p1t12 AGTACTCTCTACGGGTGAGTGTT AATAGGTGI'CCACCGCGGCG
7 | prR-p1*13 GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC CCCGCTCGTCTTCCAGGAT

8 {pr-p1+¢1303 GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC CCGCTTGTCTTCCAGGAT

9 |pR-p1+1305 GTTCCTGGACAGATACTTCC CCGCCTGTCTTCCAGGAR

10 | pR-p1+1306 GTTCCTGGACAGATACTTCC CCGCCTGTCTTCCAGGAT

11 {pr-p1*14 GTTCCTGGACAGATACTTCC TGCAATAGGTGTCCACCTC
12 [pRr-p3 CCCAGCACGTTTCTTGGAGCT CCGCTGCACTGTGAAGCTCT

Amplificacién con primers especificos de alelo.

Algunas especificidades antigénicas asociadas a HLA~DRS2

también fueron evaluadas por amplificacién especifica de

alelo, en cuyo caso la amplificacién sola sin necesidad de
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usar sondas especificas de alelo es suficiente para asignar

la especificidad antigénica.

Caracterizacidén molecular de antigenos HLA.

El DNA amplificado se deposité, 2 pl de cada mneslra, en una
membrana de nylon cargada positivamente (dot blot). Enseguida
se fijé el DNA a la membrana exponiéndola al crosslinker UV
(Stratagene), 120,000' microjoules/25 seq, o en su  caso
horneando la membrana durante 1 hr a 80°C,

La hibridacién se realizé con oligonucleédtidos especificos de
secuencia (8SO) y dependiendo de la obtencién de dichas
sondas, el kit de Lifecodes o las sondas sintetizadas ya seca
en Madrid, Espafia o en México D.F., se realizaron dos
protocolos diferentes. Posterior a la fijacidn del DNA a las
membranas de nylon se desnaturalizd con NaOH 0.4M y tris-HCL
0.2M o con NaCl 0.5M, NaOH 0,5M, NaCl 2.5 M y tris 0.5M pH

7.4 cuando se utilizéd el protocolo de Lifecodes.

Las sondas de oligonucleétidos que se usaron en la etapa de
hibridacién fueron marcadas con fosfatasa alcalina para poder
ser detectadas mediante quimioluminiscencia usando como
substrato AMPPD o Lumi-phos dependiendo del protocolo

utilizado.
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En total se probaron 48 sondas para la regién bR-B y DQ-f mas

el control positivo correspondiente.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias antigénicas HLA y de complotipos evaluadas
por métodos seroldgicos y moleculares en los diferentes
grupos de pacientes y testigos fueron comparadas usando la
prueba de chi cuadrada empleando tablas de contingencia de 2
X 2 y los valores de P se obtuvieron mediante la prueba de p
exacta de Fisher. El valonr de P obtenido se corrigié por el
nimero de especificidades estudiadas (pc), y la fuerza de la
asociacién, del marcador con la enfermedad, se determinéd
calculando el riesgo relativo (RR), o como relacion de momios
(OR) para evitar la complicacién cuando una de las entradas
en la tabla es iqual a 0. Convencionalmente si RR es mayor de
1 corresponde a una asociacién positiva, entre el marcador
genético en cuestién y la enfermedad. Inversamente si RR es
menor a 1 corresponde a una asociacién negativa (Svejgaard &

Ryder 1994, Green 1982, Matthews & Farewell 1985).

Todos los calculos fueron realizados de acuerdo a las

formulas anexas:
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Tabla de contingencia.

+ - TOTALES
AHA a b ath
TESTIGOS C d ctd
TOTALES are bid N
Chi cuadrada,
X% - (ad ~ bec)?2 N

{atb) {ctd)} (a+c) (bid)

P exacta de Fisher.

p= fath)! (ctd)! (a+e)! (b+d)!

a! b! c! d! N!}

Riesgo relativo.
RR= ad

cb
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RESULTADOS

ESTUDIO SEROLOGICO

Ninguna diferencia significativa en los antigenos HLA (A, B,
DR y DQ) fue encontrada al comparar las poblaciones de
testigos mestizos mexicanos adultos (Arellano et al. 1991) y
pediitricos, integrdndose de esta forma un grupo testigo de

180 mestizos mexicanos de todas las edades (Tablas 2 y 5).

Los 50 pacientes pediadtricos mestizos mexicanos con AHA
mostraron un aumento significativo de HLA-DR3 (38% vs. 12.8%,
rr 3.0, pc < 0.005) y sus haplotipos HLA-AZ2, DR3 (24% vs 5%,
rr 4.8, pc < 0.005) y HLA-B16, DR3 (18% vs 2.2%, rr 8.1, pc <
0.005) cuando se compararon con el grupo testigo mestizo
mexicano compuesto (n=180, adultos mas nifos) (Tabla 2). HLA-
DR3, pero no los haplotipos antes mencionados, permanece
significativo (pc < 0.05) cuando se compardé con los testigos
mestizos mexicanos pedidtricos (38% vs 12.9, rr 3.0). La
disminucién en los niveles de significancia probablemente
resulta del nimero reducido de casos comparados, dado que las
frecuencias son similares (Tabla 2). Estas cifras no fueron
afectadas si se dividen los pacientes pediadtricos con AHA por

sexos. (Tabla 3).
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Por otra parte, de un total de seis complotipos diferentes
encontrados en los nifos mestizos mexicanos con AHA sdlo 5CO1
(47.1% vs. 9.5%, rr 7.1} estuvo significativamente aumentado
(pc < 0.00% cuando sec compard con el grupo testigo
compuesto. BEsta diferencia también fue significativa (47.1%
vs. 12%. rr 3.9, pc < 0.01) cuando las cifras de complotipos
de los casos pedidtricos de AHA se compararon con las de los
nifos testigos sanos (Tabla 2)., Cuando la poblaciéon mestiza
mexicana pediatrica y adulta con AHA se compard con el grupo
testigo compuesto, HLA-DR3, HLA-A2-DR3, HLA-B16-DR3 y SCOl

fueron significativos (Tabla 5).

Ninguna otra asociacién significativa, por aumento o
disminucién, de HLA (A, B, DR y DQ) o de complotipo se
encontrdé en este estudio de AHA en los niflos cuando se
comparé con la poblacién testigo compuesta o sbélo con los
testigos pediatricos. Varias diferencias que fueron
significativas a nivel de p pero no de pc son mostradas en la
Tabla 4. Como en el estudio en adultos con AHA (Arellano et
al. 1991), tres de las 10 asociaciones haplotipicas
marginales (borderline) incluyeron DR3, un evento que

confirma la asociaciémn primaria de HLA-DR3 (Tabla 4).
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No se encontré un desequilibrio de ligamiento entre HLA-DR3 vy
$CO1, ni de estos antigenos con HLA-A2, HLA-B16 y HLA-DR4, o
de otros antigenos HLA y complotipos incluidos en nuestro
estudio,

Aunque no fue un grupo grande, los pacientes mestizos
mexicanos con RCA no mestraron diferencias en HLA o
complotipos cuando se compararon a las del grupo testigo
compuesto, o en forma separada con los adultos (Arellano et

al. 1991) o con los testigos pedidtricos mestizos mexicanos.

Finalmente, cuando el perfil de HLA o complotipos de los
pacientes pedidtricos se compard con el de los pacientes
adultos mestizos mexicanos con AlA, los aumentos en HLA-DR3,
HLA-A2-DR3, HLA-B16-DR3, el complotipo SCO1 y DR4-S5COL fueron
comparables; aunque HLA-B16-DR3 y DR4-SCO1l (no mostrado en la
Tabla) presentaron un aumento significativo s6lo en nifios y
adultos respectivamente (Tabla 2). Sin embargo, una
comparaciéon de los antigenos HLA entre los dos grupos de
pacientes mestizos mexicanos con AHA, mostrd que HLA-DRS esta
significativamente aumentado (60% vs 26.4%, rr 2.3, pc <
0.005) y HLA-DR6 ausente (0% vs 20%, rr, ND, pc < 0.05) en
los pacientes pedidtricos, de nuevo independientemente del
sexo, cuando se compard con su contraparte de adultos (no

mostrado en tablas).
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ASOCIACIONES SIGNIFICATIVAS EN HLA Y COMPLOTIPOS
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Estudio molecular

La extraccion del DNA gendmice usando solventes organicos en
una macrotécnica con 20 ml de sangre, resultdo en un alto
rendimiento del DNA de buena calidad (DNA de alto peso
molecular) favorable para ol analisis molecular. Por su
parte, la extraceiéon del DNA obtenido de tres extracciones,
usando una wmicrotécnica a partir de 300 pl de sangre, fue

suficiente para efectuar el andlisis molecular.

La extraccion del DNA para el analisis molecular de la region
HLA se efectud en 41 de los 50 pacientes pediatricos con ANA
incluidos en el estudio seroldégico. En los 9 casos restantes
no se obtuvo una muestra suficiente para la determinacioéon y/o
los pacientes no aceptaron la toma de una sequnda muestra,
Por otra parte, la extraccion del DNA fue posible en 103
testigos pediadtricos del mismo grupo étnico y similar
condicién socieconémica. En todos los casos la extraccion del
DNA se evalud mediante corrimiento electroforético de la
muestra, en presencia de bromuro de etidio, y su espectro fue
revelado en un transiluminador de UV. La concentraciéon del
DNA obtenido en las muestras vario entre 80-800 pg de DNA/ml

dependiendo de la técnica d¢ extraccién usada.

Todas las muestras de DNA (41/41) de los pacientes

pediatricos se amplificaron mediante PCR usando primers
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especificos para la region DR-fi. La amplificacion adecuada de
las muestras dependié inicialmente de la Tag polimerasa
usada, si embargo, pudo lograrsce una buena amplificacion
(comprobada también mediante corrimiento electroforético)
depués de efectuar la amplificacion usando una curva de

concentracion de la Taq polimerasa nacional.

Las nmuestras de pacientes amplificadas para la region DR-f
fueron hibridadas con sondas especificas (Lifecodes y otras)
y se reveld su presencia mediante quimioluminiscencia. La
identificacion de las especificidades HLA fue adecuada
(excepto aquellas asociadas a DR52 y DRB) y no fue necesario
hacer una sequnda amplificacién de grupo (Tabla 6). Para la
identificacién de las especificidades asociadas a DR52 (HLA-
DR3, =-DR5 y -DR6) se efectud una nueva amplificacién usando
primers especificos de grupo. A pesar de esta segunda
amplificacién y de la hibridacién exitosa con el panel de
sondas disponibles, nuestros resultados | mostraron una
diferencia substancial con la tipificacién serolégica, por lo
que se consideré efectuar una segunda amplificacién con
primers especificos de alelo. Hasta ¢l momento, ya se efectud
la amplificacién alelo especifica de HLA-DR8, lo cual nos
permitié la identificacién precisa de sus subtipos, sin
embargo, este tipo de analisis no ha sido posible para los

subtipos asociados con HLA-DR3, -DRS y -DR6.



En el grupo testigo, por talta de reactivos, unicamente se
amplificaron 72 de las 103 muestras de DNA usando primers DR-
B genericos, por lo que después de hibridar con nuestro panel
de sondas de oligomicledtidos, so6lo fue posible determina:
con mayor precision las especificidades no asociadas con DR-
[ %%

52, DR4 y DRB8 (Tabla 6). La amplificacién con primers de

grupo y de alelo se estd realizando actualmente.

La amplificacidn con los primers especificos para bQ-ff fueron
satisfactorios en todos los pacientes (39) y en 41 de los 72
testigos. En ambos grupos se pudo 1llegar a establecer el
alelo especifico. El andlisis estadistico de estos resultados

no mostré diferencias significativas (Tabla 7).
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FRECUENCIAS ANTIGENICAS HLA-DR OBTENIDAS POR OLIGOTIPIFICACION EN PACIENTES PEDIATRICOS
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FRECUENCIAS ANTIGENICAS HLA-DQ OBTENIDAS POR OLIGOTIPIFICACION EN PACIENTES PEDIATRICOS

CON AHA
PO-f1 AHA FRECUENCIA TESTIGOS FRECUENCIA
NINOS FENOTIPICA NINOS FENCTIPICA
n = 39/41 s n = 41/103 %
0201 6 15.3 5 12.2
£301 16 41.0 14 34.1
0302 17 43.6 20 28.8
0303 2 5.1 1 2.4
0304 1 2.5 o 5.0
6402 i4 35.¢ 22 53.7
0501 6 15.3 5 14.5
0502 1 2.5 3.0
05031 1 2.5 3 7.z
0602 3 7.7 - i3
0603 0 0.0 1 2
0604 1 2.5 o c.z
o 0 9.4 2 L.z
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DISCUSION

Los pacientes pedidtricos con AHA mostravon, sin importar el
sexo, un aumento significativo e independiente de HLA-DR3 vy
SC01, cuando se cowmpararon tanto con testigos pedidtricos
como con un grupo testigo compuesto por individuos de todas
las edades y del mismo grupo étnico (Arellano et al. 1991,
mas la serie actual). Mas aun, los mestizos mexicanos con RCA
no mostraron diferencias significativas en el perfil de HLA o
complotipos cuando se compararon con testigos sanos del mismo
grupo étnico. En concordancia con esto estd nuestra
observacién reciente de que los portadores croénicos sanos de
E. histolytica no difieren en su perfil HLA de los testigos
sanos del mismo grupo étnico (Martinez et al. 1996). Asi el
estudio seroldgico actual anade y confirma las observaciones
hechas previamente en mestizos mexicanos adultos con AlA
(Arellano et al., 1991) y nos permite concluir que =~al menos
en mestizos mexicanos- HLA-DR3 y SCO01 pudieran representar
factores independientes de riesgo en el huésped, no para
cualquier forma de invasién (RCA), sino especificamente para
el desarrollo de AHA independientemente de edad y sexo (Tabla

5).
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Las asociaciones independientes de HLA-DR3 y $C01 (Reveille
et al. 1995), en el AHA en mestizos mexicanos pueden  scx
asociaciones primarias, vya que no encontramos desequilibrio
de enlace entre ellos o con olros componentes de la region
clase I, II y IIT incluidos en nuestro estudio. sin embargo,
un desequilibrio de enlace de HLA-DR3 y/o 5C01 con otros
genes dentro o en vecindad al MHC, no puede descartarse,
especialmente asociaciones con INFw, TNFf} y HSP70 (Campbell &
Trowsdale 1993), que pueden desempefiar un papel importante en
la fase efectora temprana de la respuesta inmune en contra de
paradsitos (Wassom & Kelly 1990, Kaufmann 13994).

Bl polimorfismo de los loci TNF ha sido descrito
recientemente (Webb & Chaplin 1990, Wilson et al. 1992),
incluyendo la amibiasis invasora (Wang et al. 1994)

Una correlacibn entre las formas alélicas del complemento y
su funcién es todavia un campo por estudiar (Campbell 1987).
Como sea, la accibtn de la proteinasa de E. histolytica en la
cascada del complemento ocurre a nivel de €3 o después de €l

(y también del factor B, C2 y C4) (Reed et al 1995).

La existencia de un antigeno HLA o de un complotipo en
particular para pacientes pediatricos con AHA no pudo
demostrarse en nuestro estudio, ya que la incidencia de los

marcadores fenotipicos HLA-DR3 y SC01 en éstos pacientes



82

resulto similar cuando se compard con la de los pacientes
adultos con esta enfermedad. Las diferencias clinicas entre
adultos y nifos con AHA  (frecuencia, severidad, predominio
sexual y amibiasis intestinal concurrente) (Muioz 1990) no
parecen estar relacionadas a HLA-DR3 o $C01, ni ain cuando se
analizan separadamente por sexos., Por otra parte, cnando los
pacientes pedidtricos y adultos con AIA se compararon con
respecto a otros determinantes HLA o complolipos, encontramos
un aumento en HLA-DRS y una ausencia de HLA-DR6 en nifos con
AHA en comparacion con sus  contrapartes en  adultos,
nuevamente independiente del sexo; sin embargo, el estudio
molecular podria mostrar resultados diferentes, debido a que
no presenta las limitacienes impuestas por las reacciones
cruzadas observadas en el analisis serologico como ocurre con
los antigenos pertenecientes al grupo HLA-DR52 (HLA-DR3, HLA-~

DR5, HLA-DR6) y HLA-DR8 (Balboni et al. 1992).

La tipificacién serolégica de los antigenos HLA clase 11
identifica alrededor de 14 moléculas DRB y tres DQB, sin
embargo, es incapaz de identificar los subtipos importantes
de ciertos alelos DRBl y usualmente conduce a errores en la
asignaciéon hasta en un 25% de los casos, particularmente de
los antigenos asociados con DR52 el cual agrupa a una familia
de alelos que comparten secuencias en la primera region

hipervariable del segundo exon (Horne & Keown 1993),
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bado gue el polimorfismo en el segundo exon de DRBI consiste
de un arreglo en parches generado por conversion intralocus,
los primers no son especificos para un alelo o grupo de
alelos asociados con una misma especificidad serologica y se
hace necesario el uso de primers especificos derecho e
izquierdo para reducir la amplificacién cruzada y obtener una
tipificacion molecular especifica, La principal fuente de
error en este tipo de tipificacién es no asignar un alelo por
la falta de amplificacién resultante de fallas en la
extracciéon de DNA, en la Tagq polimerasa usada y en la
preparacion de buffers, aunque la mayoria de las veces la
falta de amplificacion se asocia con ineficiencia de los

primers (Mercier et al. 1994},

Actualmente la tipificacién molecular del sistema HLA se
efectua por varios métodos basados en la tipificacidn del DNA
(RFLP, PCR~RFLP, PCR-SSP y PCR~SS0), en general los
resultados obtenidos por estos métodos de tipificacidn
correlacionan bien, sin embargo varios autores reportan
resultados discordantes en especial con los genes DRB1
asociados con DRB3 (DR52). En esta forma, se ha reportado que
las muestras que poseen los antigenos DR1/DR103, 7/9, 17/6
(DR3 (17)/DR6 (13, 14)) y 11/13 (DR5 (}1)/BPR6 (13)) fueron

indistinguibles medianke andlisis por RFLP y su asignacién
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requiere del uso adicional de PCR-$$0 y PCR-GSP (Jordan et

al, 199Y),

Por otra parte, aunque la  oligotipificacion de bhaja
resolucidon (nivel I) concuerda con la tipitficacion serologica
para los antigenos DR 2, 3, 11, 12, 7, 8 y O se conhsidera que
la mayoria de discrepancias con estos métodos involucran a
DR6 y resulta indispensable la tipificacién molecular de alta
resoluciéon (nivel II) para la identificacién adecuada sobre

todo de los antigenos DR4 y DR6 (Mickelson et al. 1993).

Una complicacioén adicional en la oligotipificacion resulta de
la existencia de mutaciones silenciosas que impiden una
amplificacién adecuada con los primers DRB genéricos, como
ocurre con el antigeno DR3(BRI-3) presente en 5-10% de los
individuos HLA-DR3 positivos por serologia, asi como de la
posible existencia de wvariantes alélicas pobremente
caracterizadas propias de los diferentes grupos étnicos

(Eberle & Baxter-Lowe 1992).

HLA-DR3 se ha asociado con enfermedades hepaticas autoinmunes
(Svejgaard et al. 1983), respuesta inmune débil contra
aloinjertos débil (Cicciarelli et al., 1982), resistencia al
desarrollo de diabetes mellitus insulino-dependiente (Todd et

al. 1987) y con otros desordenes inmunces (Reveille et al.
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1995) . k1 complotipo $C01, por otra parte, se ha asociado con
lupus eritematoso diseminado y con  otras enfermedades
autoinmunes (Fielder et al. 1983). Bl haplotipo HLA-R8-5CO1-
DR3 se ha asociado con diabetes mellitus insulino-
dependiente, enteropatia sensible al gluten, deficiencia de
1gA, inmunodeficiencia coman y variable, una rapida
progresion en la infeccidn por IV (Alper el al., 1989} y con
una hiporespuesta a la vacuna contra la hepatitis B. Falta
por aclarar en qué forma precisa IILA-DR3 y el complotipo 5C01
pudieran contribuir a un riesqgo mayor para el desarrollo de
AHA en mestizos mexicanos de cualquier edad, aunque existen
evidencias de disfuncion inmune asociada con estos marcadores
({HLA-DR3, SC01), las cuales pueden abrir avenidas atractivas

para la investigacién futura.

Tanto los genes MHC como genes fuera del MHC (genes
background) pueden influir sobre la resistencia 0
susceptibilidad a una variedad de infecciones parasitarias
experimentales en ratones (Wakelin 1980, Wakelin & Donachie
1980, 1983, Blackwell et al. 1993, Kauffmann 1994). Los
estudios realizados en ratones de cepas puras infectados con
protozoarios (Plasmodium, Trypanosoma, Toxoplasma y
Leischmania) sonn ejemplos de resistencia o susceptibilidad
(Blackwell et al. 1982, Wassom & Kelly 1990, Weiss et al,

1989, Powell & Wassom 1993, Blackwell et al 1993). Estos
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estudios han revelado una vespuesta fuertemente polarizada de
células T Cba+ (Th1/Th2), con efectos opuestos sobre el
parasito y gque resulta tantn en patrones de curacion
(C57/BL6) o de no curaciom (BALB/C). E!l patron de curacion
fue el resultado de una fuerte respuesta Thl (1L2, INFy, TNFa,
efectores proinflamatorios, hipersensibilidod retarda (DTH) y
pobre de produccién de anticuerpos) mientras que los patrones
de no curracion revelan una respuesta predominantemente Th2
(1L4, ILS, 1IL10, ecosinofilia, no DTH y produccién de
anticuerpos IgE) (Heinzel et al. 1989). K. histolytica un
protozoario extracelular unico puede sequir sus propias
reglas para la dicotomia Thl/Th2 (Talamas-Rohana et al.
1995). En el caso de los protozoarios Leishmania y Plasmodium
y del helminto Trichinella, una fuerte respuesta inmune
humoral se ha asociado con una mayor susceptibilidad (Pond et
al. 1988), mientras que la inmunidad celular parece estar
relacionada con la resistencia (Howard 1986). En amibiasis en
humanos (y experimental) la reinfeccién e invasion ocurre
también frecuentemente en presencia de titulos elevados de
anticuerpos antiamiba, mientras que la inmunidad protectora
se correlacciona con la respuesta inmune llevada a cabo por
células (Pérez-Montfort & Kretschmer 1990). Estudios en

ratones KO (Kaufmann 1994) han mostrado que genes no-MiC

regulan factores importantes (INF-R1, IFNy, NO, etc.) en la
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fase efectora de la respuesta inmune. Como uha cohsecuencia
de estos genes no-MHC pueden encubrir, al menos en ratones,
los posibles efectos controlados por el MHC (Wassom & Kelly
1990) . Interesantemente, la predisposicién genética (no
resistencia) de ratones a la amibiasis intestinal
experimental es codificada fuera del MHC (Ghadirian &
Kongshavn 1984) .

Por otra parte, la expresion de I-E* en ratones se ha
relacionado con mayor susceptibilidad a ditferentes parasitos
no relacionados, antigénicamente distintos y con marcadas
diferencias en sus estilos de vida (Nematospiroddes dubious,
Trichuris muris, T. spiralis, ILeishmania donovani y
Plasmodium chabaudi). Los ratones que no expresan moléculas
I-E* son mas capaces de resistir tales infeccioues
parasitarias. Esta susceptibilidad no especifica aumentada a
infecciones parasitarias en animales que expresan moléculas
I-E* puede resultar de una respuesta inmune celular
antiparasitaria subdptima (Wassom & Kelly 1990). Sin embargo,
los animales experimentales (frecuentemente ratones
singénicos) son expuestos a dosis fijas y uniformes de gran
nimero de parasitos, una estrategia muy diferente a la que
ocurre en la invasién amibiana al higado en los hospederos
humanos (Kretschmer 1986). La existencia de un efecto
equivalente (“I-E' like”) asociado a HLA-DR3 en humanos puede

ser una mera especulacién, pero hay cvidencias de que la
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respuesta inmune mediada por células es Lransitoriamente y no
especificanente deprimida {(down-regulated) durante La
invasién amibiana. Los genes MHC pueden asi influir en los
niveles de susceptibilidad a pardsitos no solo en animales
(Skamene & Pietrangeli 1991) sino también en el hombre (Hill
et al. 1991, Del Brutto et al 1991, Gottstein & Bettens
1994) . Aunque no se conoce exactamente como los genes MHC
median estos efectos una proposicion plausible parece ser su
influencia sobre la dicotomia funcional Thl/Th2, asi como una
predisposicién genética para la requlacién descendente cuando
los antigenos parasitarios son presentados a las células T
que expresan clertas moléculas MHC clase TI (1-EF)  (Wassom &

Kelly 1990).

Con la reciente introduccién de la genotipificacién HLA, se
han encontrado diferencias con los fenotipos determinados
serolédgicamente (Mytilineos et al 1993). Aunque en huestros
resultados pudieran surgir algunas discrepancias en el
anadlisis de HLA-DR, éstas deberian afectar a todos los grupos
al azar (AHA y testigos), permitiendo asi que nuestras
observaciones  basicas  permanezcan, con el eventual
surgimiento de algunas diferencias en subtipos. Finalnente,
la validez de comparar datos HLA obtenidos en grupos de
diferentes edades dentro de los mismos grupos étnicos pudiera

ser cuestionada, aunque ni otros grupos (Blackwelder et al
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1982) ni  nosotros hemos cncontrado diferencias en  la
distribucion de antigenos HLA rvelacionados con la  edad,
excepto en gente de edad avanzada (nonagenarios con HLA-CwT)
{Proust: et al.1982), los cuales no fueron incluidos en

nuestras series.

El AHA es un evento multifactorial complejo. La asociacion de
HLA-DR3 y SCO01 (y sus fracciones haplotipicas) con AHA en
mestizos mexicanos debe compromete a un estudio mas preciso
de las sutilezas de la presentacién del antigeno amibiano y
la respuesta inmune resultante en los pocos seres humanos
desafortunados que adquieren el AHA, en comparacién a los
muchos individuos infectados por E£. bhistolytica y a los

invadidos intestinalmente que escapan a esta complicacién.
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APENDICE 1

EQUIPO Y MATERIAL

Equipo

Agitador orbital (Bellco Glass, Inc., Vineland, NJ)

Balanza analitica (Mettler)

Balanza granataria (Mettler P1000)

Camara para electroforesis horizontal (Stratagene, Tnc., La
Jolla, CA)

Campana de extraccion (Farsam S.A., México, D.F.)

Centrifuga de mesa (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
Microcentrifuga (Fisher Scientific, Pittsburgh, PRQ)
Centrifuga de vacio (Heto-Holten A/S, Gydevang)

Congelador a -70°C {(Revco Scientific, Asheville, NC)
Congelador a -20°C (RAmerican Refrigeration, México, D.F.)
Congelador a -35°C (Revco)

Crosslinker (Stratagene)

Fuente de poder para clectroforesis (Stratagene)

Fuente de poder para electroforesis de alto voltaje
(Stratagene)

Horno de microondas (Panasonic)

Incubadora a 37°C (Revco)

Incubadora para hibridacidn (Robbins Secientific, San Aleso,
CA)

Mesa con fuente de luz (Sin marca)

Microscopio de fluorescencia invertido (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany)

Potencidémetro (Corning, New York, NY)

Refrigerador (American Refrigeration, México, D.F.)

Sellador para folder (Sin marca)

Termociclador (Stratagene)

Transiluminador (Stratagene)

Material

Camaras de Neubauer (Hausser Scientific, US3A)

Cassette para pelicula de rayos ¥ de 8 X 10 (Requena, Korea)
Criotubos de 2 ml (Nunc, Roskilde, Denmark)

Folders de acetatos (Lifecodes Co., Stamford, CT)

Gradilla para criotubos (Nalgene)

Gradilla para microtubos (Fisher)
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Magneto MPC~1 (Dynal Inc., New York, NY)

Marcos de acrilico de 10 X 20 cm.

Matraz clermeyer aforado, varios tamaios (Pyrex)
Micropipeta de 1-20 pl (Costar Co., Cambridge, MA)
Micropipeta de 20-100 pl {(Costar)

Micropipeta de 100-1000 pl (Costar)

Microtubos (Fisher)

Multipipeta de 100 pl (Hamilton Co., Reno, Nev)
Multipipeta de 200 pL (Hamilton)

Papel filtro (Watman No.3MM, Whatman, Inc.)
Pelicula para rayos X-OMAT AR (Kodak, USA)

Perlas de vidrio de 5 mm {Corning)

Pinzas (Millipore, Inc., Bedford, MA)

Pipeta de 50 pl (Hamilton)

Pipetas pasteur 5'' (Intramedic)

Placas de vidrio de 10 X 20 cm

Probetas de vidrio de 1000 ml (Pyrex)

Probetas de vidrio de 500 ml (Pyrex)

Probetas de vidrio de 100 ml (Pyrex)

Puntas para pipetas de 20 nl con filtro ({(Robbins)
Puntas p/pipetas de 100 pl con filtro (Robbhins}
Puntas p/pipetas de 1000 pul con filtro ({(Robbins)
Puntas para pipectas de 20 pl (Robbins)

Puntas para pipetas de 100 pl (Robbins)

Puntas para pipetas de 1000 pl (Robbins)
Reciplentes de plastico (Rubbermaid)

Rectangulos de acrilico de 10 X 20 cm
Sujetadores o broches

Tubos de 2.0 ml (Eppendorf Gerdtebau Netheler and Hinz Gubl,
Hamburg, Germany)

Tubos de 0.5 ml (Eppendorf)

Tubos de vidrio con tapén de rosca (Corning)
Tubos de 50 ml (Falcon Labware, Franklin Lakes, NJ)
Tubos de vidrio de 13 x 100 (Pyrex)
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PREPARACION DE REACTIVOS

REACTIVOS PARA TIPIFICACION SEROLOGICA HLA-ABC Y DR.

Ficoll-Hypaque

Ficoll tipo 400 (Sigma) 9.0 qr
Hp0 dest. 100.0 ml
Hypaque al 50% (Winthrop) 28.0 ml
H0 dest. 13.0 ml

densidad 1.077

Medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., $t. Louis, MO)
Reactivo comercial. Seguir las instrucciones del proveedor.

Eosina al 5%

Eosina (Sigma) 1.25 gr
Ho0 dest. o PBS 25.0 ml
Formalina

A la cantidad deseada de formaldehido al 40% (Merck), se
agregan unas gotas de rojo de fenol y se ajusta el pH a 7.0
con NaOH 1IN,

Dynabeads (Dynal).
Placas para tipificacién HLA AB y DR (Pel Freez)

PBS pH 7.4

NaHpPO4.Hp0  (Merck) 0.157 gr
NapHPO4.12Hp0 (Merck) 1,98 grv
NaCl (Merck) 8.1 gr
Hp0 dest. 1000.0 ml
PBS/EDTA B8.0% a pH 7.4

EDTA (Sigma) 8.0 gr
PBS 100.0 ml
Naranja de acridina/Bromuro de etidio (Solucién stock)
Naranja de acridina (Sigma) 15.0 mg
Bromuro de etidio (Sigma) 50.0 mg
Btanol 95% (Merck) 1.0 ml

PBS 49,0 ml



Tinta india

Diluir la tinta india a 2.%% v/v c¢n PBS/EDTA 8,0%

REACTIVOS PARA ESTUDIO ELECTROFORETICO

Factor B

Amortiguador de Barbital, pH B.6
Barbiturato de sodio (Merck)

Ac. barbitirico (Merck)

Lactato de calcio (Sigma)

Hy0 dest.

Agarosa al 1%
Agarosa (Sea-Kem) Maine, USA
Amortiguador de barbital

Solucién salina al 0.85%
NaCl (Merck)
Hy0 dest.

Solucidn de azul de Coomassie al 2.5%
Metanol (Merck)

Ac. acético (Merck)

Azul de coomassie (Sigma)

Aforar a 100 ml con Hp0 dest.

Solucién decolorante

Metanol (Merck)

Ac., acético (Merck)

Aforar a 100 ml con l0 dest.

Hemoglobina hemolizada
Paquete globular

Hp0 dest.

Cloroformo o Tolueno (Merck)

Anti-Factor B (Atlantic Antibodies)

Factor C4

Buffer de didlisis 10X
NaHpP04.H70 (Merck)
NayHPO4 (Merck)

EDTA (Sigma)

Hy0 dest.

70.1 gr
11.0 g»n
4.6 gr
8.0 1

1.0 gr
100.0 ml

0.85 gr
100.0 ml

45,0 ml
10.0 ml
2.5 gr

50.0 ml
20.0 ml
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Amortiguador de C4

Tris (Sigma) 180.8 qr
Glicina (Sigma) 224.8  qgr
Barbiturato de sodio (Merck) 52.4 qgr
Ac barbiturico (Merck) 8.28 gr
Hy0 dest. 3.0 1

EDTA 0.2 M

EDTA (Sigma) 1.44 qr
Hy0 dest., 100.0 ml
Agarosa al 0.75%

Agarosa tipo IT Medium EEO (Sea Ken) 0.7% gr
Hy0 dest. 60.0 ml
Buffer C4 35.0 ml
EDTA 0.2 M 5.0 ml

Neuraminidasa de Clostridium perfringes (5igma)

Factor €2

Solucién stock de yodo

Yoduro de potasio (Sigma) 8.3 gr
Yodo (Sigma) 0.25 gr
Buffer de fosfatos 0.5 M pH=6.0 40.0 ml
H)0 dest. 100.0 ml
Solucién Stock de acrilamida

Acrilamida (Sigma) 33.35 gr
N-N-metilen bis-acrilamida (Sigma) 0.9 gr
Taurina (Sigma) 16.68 gr
Hp0 dest. 500.0 ml
Solucién para preparar gel de acrilamida
Acrilamida (sol. stock) 26,5 ml
Anfolina (LKB, pH=5.7) 1.5 wl
Solucién de riboflavina 7.0 ml

REACTIVOS PARA ESTUDIO MOLECULAR

Extraccion del DNA

AKC (solucidn de lisis)
NH4Cl 0.155 M (Sigma) 8.29 qr
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KyCO3 0.01M (Sigma) 1.34 gr
Hp0 dest. 1.0 1
RCB

NaCl 10 mM (Sigma) 0,5844 gr
Tris-base pH 7.4 10 mM (Sigma) 1,211 gr
EDTA 25 mM (Sigma) 9.3 gr
Hy0 dest. 1.0 1

pH 7.4 con HC1 6N

Buffer Tris-EDTA

Tris-HC1 10 mM (Sigma) 1.576 gr
EDTA 1 mM (Sigma) 0.3222 qn
HpO dest., 1.0 1
pll 8.0 con NaOH 10 N

Tris 0.5 M

Tris (Sigma) 60.55% gr
Hp0 dest. 1.0 1
NaCl 5 M

NaCl (Sigma) 292.2 gr
H90 dest. 1.0 1
§$.D.S. al 10%

SDS (Sigma) 10.0 gr
Ho0 dest. 100.0 ml
PBS

NaCl (Sigma) 1.3 gr
Na,HPO4 (Sigma) 7.6 gr
KiipPO4 (Sigma) 0.125 gr
H70 dest. 2.0 1

plt 7.4 con HC1l 6 N

Proteinasa K (Gibco BRL, Gaithersburg, MD), concentracion
final de 10 mg/ml

Fenol (Sigma)

Cloroformo (Sigma)

Etanol (Sigma)

Buffer de lisis

DTAB al 8% en una solucidn de tri-base 10 mM a pll 8.6, NaCl
1.5 M y EDTA S50mM. (Sigma)

CTAB
CTAB al 5% en una soluciéon de NaCl 0.4 M. (Sigma)



NaCl 1.2 M
NaCl (Sigma)
Ho0 dest.

Naranja G
I'icoll al 20% (Sigma)
Tris (Sigma)

70,0 gr
1.0 1

10.0 ml
2.0 qr

Naranja G (Sigma) suficiente para dar color

Buffer TAE 50X

Tris 2 M (Sigma)

EDTA 100 mM (Sigma)

Ac. Acético glacial (Sigma)

Agarosa al 1%
Agarosa (Sigma)
Buffer TAE 1X

Bromuro de etidio 2 pg/ml (5igma)

Reactivos para PCR

Tris-HCl 1 M pH 8.4
Tris-HCl (sigma)
Hy0 dest.

KCl 2 M
KCl (Sigma)
Hy0 dest.

MgCly 1 M
MgCly (Sigma)
Hy0 dest.

NP40 al 5%
NP40 (Sigma)
H20 dest.

Gelatina 20 mg/ml (Sigma)

Buffer PCR 10X
Tris-HCl pH 8.4
KC1

MgCl,

Gelatina

NP40

70 dest. cbp

121.14 qgr
18.6 g
30.0 ml

1.0 gx

100.0 ml

15.76 gr
100.0 mi

14.91 gr
100.,0 ml

9.521 gr
100.0 mil

5.0 gr
100.0 ml}

100.0 mM
500.0 mM
15.0 mM
1.0 mg/ml
0.2 %
1.0 1

Pt
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dNTPs 10X
2 mM de cada uno de los dNTPs, (Stratagence)

Primers DR-B, DQ-B y de oalelo especifico, izquierdo vy
derecho, a una concentLracion final de 5  pmnoles/pl
(sintetizados en Madrid, Espaha, en Meéxico, D.F. o en
Stamford, CT, USA)

Primers DR-8, DQ-B y DR-52, izquierdo y derecho, a una
concentracion 10X 5 pM de cada uno. (Lifecodes)

Taq polimerasa (Gibco BRL, Stratagene o Bioltecnologias
Universitarias).

Reactivos para marcaje de oligonucledtidos

CoCly a una concentracion de 25 mM (Boehringer Mannhein,
Indianapolis, IN)

Digoxigenina (DIG-11-ddUTP) a una concentracion de 1
nmol/nl (Boehringer)

Terminal transferasa (Boehringer)
Glicdgeno (Boehringer)

EDTA 0.2M pH 8,0

EDTA (Sigma) 74.44 gr
H20 dest. 1.0 1
LiCl 4M

Licl (Sigma) 169,66 gr
Hp0 dest. 1.0 1

Reactivos para hibridacidn

Membranas de nylon (Lifecodes)

NaoH 0.5M

NaOH (Sigma) 20.0 gr
HoO dest. 1.0 1
NaCl 1.5 M

NaCl (Sigma) 41,66 gr
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Solucidn de hibridacion
SSPE

Magic Denhavdt
Lauril-sarcosina-Na

SDS

SSPE 30X

NaCl (Sigma)
NaHoPO4 (Sigma)
EDTA (Sigma)

pH 7.4 con NaOH

NaCl 4.5M
NaCl
Hy0 dest.

NaHyoPOy 0.3M
NaHy POy
HpQO dest.

EDTA 30.0 mM
EDTA
Hp0 dest.

Magic Denhardt 50X
Solucién A:

PVP 40

Ficoll 400

H,0 dest.

Solucibén B:

BSA (alblimina sérica bovina)

HpO dest.
pH a 7.5 con NaOH 2N

Mezclar bien ambas soluciones.

Lauril-garcosina-Na al 10%

Lauril-sarcosina-Na
HoO dest.

SDS al 10%
5Ds
HyO dest.

Solucién 'TMAC

TMAC

Tris~Base (Sigma) pH 8.0
EDTA (Sigma)

sbs

98

6X
HX
n.1 %
0.02 %

4,9 M
0.3 M
30.0 mM

262,98 gr
1.0 1

36.0 gr
1.0 1

11,166 gr
1.0 1

gr
ml

2.0 gr
100.0 ml

10.0 gr
100.,0 ml

10.0 gr
100.0 gr

3.0 M
50.0 i
2.0 m4
0.1 %
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Cloruro de tetrametil amonio (TMAC) 5 M (Sigma)

Tris-Base 1 M pH 8.0

Tris-Base 121.2 gr

H20 dest. 1.0 1

EDTA 0.4 M pH 8.0

EDTA 146.86 gr

HpoO dest., 1.0 1

Solucidén de desnaturalizacion

NaCl 0.5 M (Sigma) 29.22 gr

NaOH 0.5 M (Sigma) 20,0 gr

Hp0 dest. 1.0 1

Solucién de enjuague

NaCl 2.5 M (Sigma) 116.1 gr

Tris-Base 0.5 M (Sigma) pH 7.4 60.5% gr

Hp0 dest. 1.0 1

Buffer SSC 20X

NacCl 3.0 M 175.3 qr

CgHg09Na3 (citrato de sodio) 300 mM 88.2 qr

Hp0 dest. 1.01

pH 7.0 con NaOH

Solucidén de hibridacidén (Lifecodes)

Solucidén de TMAC-SDS

TMAC 3.0M

SDS 0.1 1%
Reactivos para quimioluminiscencia

Buffer 0O

Ac. maléico 0.1 M (Sigma) 11.6 gr

NaCl 0.15 M (Sigma) 8.76 gr

Hp0 dest. 1.0 1

pil 7.5 con NaOH

Buffer 1
Preparar una solucién de 0.3 % de Tween 20 en bhuffer 0.
(Sigma)

Buffer 2
Soluciodon de bloqueo diluida 1:10 en buffer 0
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Solucidn de bloqueo (Boehringer) al 10% en bhuffer 0

Anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina
diluciéon 1:10,000 en buffer 2

Buffer 3

Tris-HCL (Sigma) 0.1 ¥ pH 9.0
NaCl (Sigma) 0.1 M
MgCl, 50.0 mM
Tris-HCl 1.0 M pH 9.5

Tris-HCL 157.6 gr
HyO dest. 1.01
NaCl 5 M

NaCl (Sigma) 292.2 gr
HyO dest. 1.0 1
MgCly 1.0 M

MgCly 95.33 gr
Hp0 dest. 1.0 1

Substrato AMPPD dilucion 1:100 en buffer 3. (Boehringer)
Buffer Quick-Light (Lifecodes)

Lumi~-Phos (Lifecodes)
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APENDICE 3

DETALLES TECNICOS

Obtencidén de células mononucleares en gradiente de
Ficoll-Hypaque.

Preparar un tubo Falcon de 50 ml con 1% ml de Ficoll-
Hypaque vy agregar, sin romper la interfase, 30 ml de
sangre desfibrinada diluida 1:1 con RPMI 1640,

Centrifugar a 2000 rpm/30 min,

Obtener el anillo de wmononucleares de la interfase y
transferirlo a un tubo de 13 X 100 mm. Lavar las células
mononucleares resuspendiéndolas en medio RPMI 1640 y por
centrifugacién a 2000 rpm/10 min.

Decantar el sobrenadante y realizar al boton de células un
sequndo lavado a 1200 rpm/10 min.

Decantar y transferir el botén a un tubo Fisher
resuspendiendo en 1 ml de RPMI 1640.

Contar los linfocitos y ajustarlos a 2.5 millones/ml.
Separar 200 pl de la suspensién celular para la serologia
ABC y ccupar el resto para la obtencién de linfocitos B.

Obtencién de linfocitos B con Lympho-KwikTM,

Centrifugar la muestra obtenida anteriormente a 1000 g por
1 min. Decantar el sobrenadante,

Ndicionar al botoéon celular 0.8 ml del reactivo 1 de Lympho-
Kwik™. Homogenizar.

Incubar a 37°C durante 1 hr. Agitar de vez en cuando el
tubo Fisher.

Completar el volumen hasta 1 ml con RPMI y centrifugar a
2000 g por 2 min.

Decantar el sobrenadante y adicionar 0.5 ml del reactivo 2
de Lympho-KwikT™, Homogeneizar.

Centrifugar a 2000 g por 2 min

Decantar el sobrenadante y lavar el botdn celular con RPMI
dos veces. Centrifugar a 1000 g durante 1 min.

Resuspender el botdn celular en 100 pl de RPMI y ajustar
las células a 2 X 106/m}.
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Seleccién positiva de linfocitos B con perlas
inmunomagnéticas y seleccibén negativa de linfocitos T.

~ Tomar 100 nl de bynabeads HLA Cell Prep 11 (anti CD19) vy
realizar de dos a tres lavados con 5 ml de PBS ayudandose
con el magneto Dynal MPC-1. Resuspender en 100 pl de PRS.

- Agregar los Dynabeads a la suspension celular obtenida a
partir de sangre desfibrinada, Como se describio
previamente, y mezclar mediante rotacidn e inclinacion
durante 7-12 min a 2-8°C,

- Absorber las células B unidas a los Dynabeads mediante el
magneto y el sobrenadante conteniendo los linfocitos T
transferirlo a otro tubo de 13 X 1D0. Realizar una segunda
absorcién.

- Concentrar las células T que se encuentran en el
sobrenadante y resuspender el botédn celular en 100 pl de
RPMI 1640 en un tubo Fisher.

- Resuspender las células B unidas a los Dynabeads en 100 pl
de RPMI 1640 en un tubo Fisher.

- Ajustar ambas células a 2 X 10¢/ml.

Seleccidén  positiva de linfocitos T con perlas
inmunomagnéticas y seleccidén negativa de linfocitos B.

- Lavar 100 pl de Dynabeads M -450 Pan-T (CD2) 2 a 3 veces
con 5 ml PBS y con la ayuda del magneto Dynal MPC-1.

- Resuspender los Dynabeads en 100 pl de PB5. Agregar los
Dynabeads a la suspensién celular obtenida como se explicéd
anteriormente y mezclar mediante rotacién e inclinacion
durante 7-12 min a 2-8°C.

- Absorber los linfocitos T unidos a los Dynabeads con el
magneto y transferir el sobrenadante conteniendo los
linfocitos B a otro tubo y realizar una segunda absorcion.

- Concentrar las células B que se encuentran en el
sobrenadante y resuspender el botén celular en 100 nl de
RPMI 1640 en un tubo Fisher.

- Resuspender los linfocitos T unidos a los Dynabeads en 100
1l de RPMI 1640 en un tubo Fisher.

- Ajustar ambas poblaciones celulares a 2 X 106/ml

Tipificacioén seroldgica ABC y DR con colorantes vitales,

- Depositar 1 pl de la suspension de linfocitos T o B en cada
pozo de las placas Pel-Freez correspondiente e incubar
durante 30 min para HLA-ABC y 60 min para HLA-DR a
temperatura ambiente.
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- Depositar 5 pl del  complemento e incubar a temperatura
ambiente 1 hora para ABC y 2 horas para DR,

- Depositar 2 pl de ecosina al 5%, esperar 3 min y poner 5
pl de formalina,

- Leer en el microscopio invertido.

Tipificacién seroldgica ABC y DR por inmunofluorescencia.

- Depositar 1 pl de la suspensién correspondiente en cada
pozo de las placas Pel-Freez e incubar como anteriormente
se explicd en la serologia de colorantes vitales.

- Preparar un 1 ml del complemento (ABC y DR) y agregarle 20
pl de solucidén stock naranja de acridina/bromure de etidio.

- Adicionar 5 pl del complemento para fluorescencia a cada
pozo e incubar durante 90 min.

- Agregar 5 pl de tinta india a cada pozo (placas ABC y DR).
Leer en un microscopio de fluorescencia invertido.

Determinacién de complotipos.
FFactor B.

Preparacion de geles: para elaborar los geles de acrilamida
de 10 x 20 cms se construye un dispositivo colocando un marco
de acrilico entre una placa de vidrio de 10 X 20 cm y un
rectangulo de acrilico de las mismas medidas, perfectamente
limpios, los cuales se mantienen fijos con pinzas para formar
una cadmara a la cual se transfieren aproximadamente 25 ml de
agarosa al 1% a la cémara y se deja solidificar,

Aplicacién de las muestras: Una vez que ha solidificado el
gel se quitan los sujetadores, el marco y el recténgulo de
acrilico, enseguida se seca la zona del gel, en donde se
aplicaran las muestras, con papel [iltro dos veces. Se coloca
el aplicador de muestras aproximadamente a dos centimetros de
la parte inferior del gel. En el primer pozo se colocan 10 pl
de hemoglobina hemolizada y en los siguientes pozos se
colocan las muestras problema de plasma-EDTA por analizar, se
deja transcurrir 10 min, se quita el exceso de muestra con
papel filtro y por ultimo se retira el aplicador con cuidado.

Corrida electroforética: La base en donde se coloca la placa
de gel debe tener una temperatura entre 6 y 10°C la cual es
mantenida durante la corrida electroforética mediante agua
fria circulante. El contacto entre el amortiquador y el gel
se efectia a través de 5 hojas de papel filtro del mismo
ancho que el gel (10 X 20 cm), tanto en la parlte superior
como inferior y la distancia entre ambas es d¢ 6.5 cm. Por
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ultimo se cubre con un vidrio la superticie del gel sin
tocarlo para evitar su desecamiento. El voltaje que se aplica
al gel es de 350V durante 3 hrs, aproximadamente el tiempo
que tarda la  hemoglobina eon  alcanzar ¢l  papel  filtro
superior,

Inmunoprecipitacién: Las bandas del factor B van a emigrar
menos que la hemoglobina (aproximadamente de 1 a 2 cm menos)
y en esta zona se aplican 400 pl de anti-Factor B humano. Se
deja incubar una hora en una camara humeda, se lava el geol
con agua destilada y posteriormente se seca con papel filtro
y se deja toda la noche con solucidn salina. Al dia siguiente
se lava el gel con agua destilada, 20 min, y se deja secar.
Una vez que estd completamente seco el gel se tifne con azul
de Coomassie y se elimina el excaeso de colorante con solucidn
decolorante.

Factor C4.

Para la determinacién de C4 es necesario quitar el Aacido
siadlico a las muestras que se van a estudiar, para ello se
colocan 10 nl de la muestra con 2 nl de neuraminidasa en un
sistema de dialisis continua durante 18 hrs a 4°C usando el
buffer de dialisis.

El procedimiento electroforético es similar al efectuado para
determinar las variantes del factor B excepto que: la
distancia entre las dos mechas de papel filtro es de 10.5 cm,
la corrida electroforética se efectua a 300V durante 4 horas
y para la inmunoprecipitacién se usan 0.5 ml de anticuerpo
anti C4.

Factor C2.

Para la elaboraciéon del gel de acrilamida se construye una
camara colocando un marco de acrilico en forma de U entre una
placa de vidrio de 20.5 x 1% cm y un recténgulo de acrilico
de la misma medida los cuales se mantienen fijos con pinzas.
A la cémara se transfieren aproximadamente 25 ml de 1la
solucién de acrilamida, se deja solidificar y se polimeriza
durante 1 hora bajo una lampara de luz fluorescente.

Despues de la polimerizacién se quitan las pinzas, el
rectdngulo de acrilico y el marco, se scca con papel filtro
el Area del gel donde se aplicaran las muestras, se coloca el
aplicador de muestras y se depositan 20 pl de plasma EDTA de
cada muestra por analizar sobre el gel, se dejan transcurrir
10 min, se quita el exceso de muestra con papel filtro y se
retira el aplicador con cuidado. Enseguida se acomoda el gel
en posicién invertida sobre un aparato para isoclectroenfoque
a 4°C ({cuarto frio). FLa fuente de poder estara a 1.5
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watts/gel, 1000 de voltaje maximo y 6 mA/gel durante 18
horas.

Después de transcurrido este tiempo el gel se transfiere a 25
ml de solucién stock de yodo dilutdo en %00 ml de solucién
salina por 30 min a temperatura ambiente, después de lo coal
se coloca atros 30 min en amortiguador de barbital-salina pH
7.2, A continuacion se pone un wmarco alrededor del gel vy
encima el rectdngulo de acrilico para formar una camara de
aproximadamente de 1 mm, la cual se llena con una solucion
que contiena:

7.5 ml de agarosa al 2%

7.5 ml de solucién diluyente de fijacion del complemento

{el cual es un buffer de veronal pll 7.2 con concentraclonoes
maximas de magnesio y calcio)

0.75 ml de eritrocitos de carnero cubicrtos con anticuerpo
anticarnero de conejo al 10%,

0.2 ml de suero humano deficiente en €2 (suero normal a 50°C,
durante 290 min).

En esta solucién el gel se incuba 1 hr a 4°C y posteriormente
durante 2-4 horas a 37°C hasta que aparezcanh las bandas de
lisis. Después de esto se pasa el gel a un recipiente limpio,
se lava en 300 ml de PBS y 3 ml de glutaraldehido, se enjuaga
durante 30 min, y por ultimo se deja secar a temperatura
ambiente,

La lisis los eritrocitos de carnero sensibilizados mantenidos
en presencia de complemento carente de C2 sélo ocurre en los
sitios donde C2 ha migrado electroforéticamente.

Extraccién del DNA a partir de 300 pl de sangre total.

1. Incubar 300 pl de sangre (paquete globular) con 600 pl de
buffer de lisis en un tubo Eppendorf de 2.0 ml a 68°C por
5 min.

2. Anadir 900 pl de cloroformo, agitar 2 min y centrifugar a
14,000 rpm por 5 min.

3. Extraer la fase superior (con una puntilla de pléastico) vy
pasarla a otro tubo Eppendorf, afadir 900 pl de agua
destilada mas 100 nl de solucién CTAB, mezclar suavemente
por inmersién a 2 min y centrifugar a 10,000 rpm por 10
min. En esta etapa el DNA se precipita y se recupera en
forma de pastilla. Decantar el sobrenadante.

4. Resuspender la pastilla en 300 pl de NaCl 1.2 M y afadir
750 pl de etanol frio, agitar suavemente y centrifugar por
10 min a 14,000 rpm. Decantar el sobrenadante procurando
no perder el paquete.

5. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 70% y centrifugar
a 10,000 rpm por 5 min. Decantar el sobrenadante.

6. Secar la pastilla en un desecador o en una cenlrifuga de
vacio y resuspender en 50 pl de TFE para hidratar,
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Extraccién del DNA a partir de 20 ml de sangre total.

1. Colocar 20 ml de sangre anticoagulada con EDTA en un tulo
Falcon de 50 ml, llevar a un volumen final de 50 ml con
PBS.

2, Centrifugar a 2,000 rpm / 10 min,

3. Eliminar el sobrenadante y al paquete se le agrega la
solucion de AKC a un volumen final de 50 ml, agitar e
incubar durante 30 min a temperatura ambientc,

4. Centrifugar a 1,500 rpm / 10 min.

5. Eliminar el sobrenadante. Agregar la solucidn de PBS a un
volumen final de 50 ml, centrifugar a 1,500 rpm / 5 min.

6. Eliminar el sobrenadante, agregar la solucidn de AKC hasta
un volumen final de %0 ml y centrifagar a 1,500 rpm
durante 5 min.

7. Descartar ¢l sobrenadante, agregar la solucion de PBS a un
volumen final de 50 ml y centrifugar a 1,500 rpm durante 5
min.

8, Eliminar el sobrenadante y agregar 3 ml de RCB, 100 pl de
proteinasa K y 300 pl de SDs al 10%, mezclar perfectamente
bien e incubar toda la noche en bafo maria a 65 -70°C.

9, Al dia siguiente saturar el fenol con Tris-Base 0.5 M pH
8.0 volumen a volumen y se deja reposar la mezcla unos 15
min.

10.Sacar el tubo Falcon del bhafo maria y agregarle 3 ml de
fenol saturado, mezclar y centrifugar a 1,500 rpm durante
5 min,

11.Eliminar la fase organica, agregar nuevamente 3 ml de
fenol saturado y centrifugar a 1,500 rpm durante 5 min.

12.Eliminar la fase organica, agregar 2 ml de buffer Tris-
EDTA y 5 ml de cloroforme, mezclar y centrifugar a 1,500
rpm durante 5 min,

13.Eliminar la fase orgadnica y adicionar nuevamente 5 ml de
cloroformo. Mezclar y centrifugar a 1,500 rpm / 5 min.
Repetir este paso hasta que la fase acuosa quede
cristalina.

14.Adicionar a la fase acuosa la décima parte del volumen
final de NaCl 5 M. Mezclar y agregar etanol absoluto en
una relacién 1:4. En este paso se precipita el DNA,

15.5acar el DNA con la ayuda de una pipeta y colocarlo en un
tubo Eppendorf de 2.0 ml.

16,Lavar el DNA con etanol al 70% y centrifugar a 10,000 rpm
durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.

17.8ecar el DNA en una centrifuga de vacio e hidratarlo con
200 pl de Tris-EDTA.
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Amplificacisn del DNA mediante la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR). Regidn DR-B, DQ-B8 y DR-52. Protocolo
de Lifecodes Corporation.

Por cada muestra se prepara la siguiente meucla do reaccion
en un tubeo Eppendorf de 0.5 ml:

Buffer PCR 10 pl
Primer derecho 10yl
Primer izquiendo 10 pl
dNTPs 10 pl
Taq polimerasa 2.5 0.
DNA 1.0 ng

a concentracién final es: 50 mM de KC1, 10 mM de Tris-HCL pH
.3, 1.5 mM de MgCly, 0.2 mM de dNTPs (0.05 mM de cada dNTP)
0.5 yM de cada primer a un volumen final de 100 pl.

A cada tubo se le agrega 2 gotas de aceite mineral y se
colocan en el termociclador con las siguientes condiciones

L
8
Y

Desnaturalizacién inicial 30 seg a 95°C 1 ciclo
Desnaturalizacién I min a 95°C 30 ciclos
Reasociaciédn 1 min a 60°C 30 ciclos
Extension 1 min a 72°C 30 ciclos
Extension final 10 min a 72°C 1 ciclo

Electroforesis del DNA amplificado.

La comprobacién del DNA amplificado se realiza en un gel de
agarosa al 1%, para ello en cada pozo se coloca & jul de la
muestra y 7 pl del colorante Naranja G. En otro pozo se pone
1 nl del marcador de peso molecular conocido con 7 pl del
colorante. La electroforesis se realiza a 75 volts durante 30
min, Transcurrido este tiempo el gel es observado en un
transiluminador UV en donde las bandas se comparan con el
marcador de peso molecular conocido.

Dot blot (Transferencia en punto). .

1. Cuadricular la membrana de nylon en cuadros de 1 e,

2. Depositar 2 pl del DNA amplificado en un cuadro para cada
muestra,

3, Dejar secar la nmembrana durante 15 min a temperatura
ambiente.

4. Hornear la membrana a 80°C durante 1 hora o exponerla al

crosslinker UV a 120,000 microjoules durante 25 seq.

Colocar la membrana en un recipiente limpio, de

preferencia de la marca Rubbermaid, y cubrirla con la

[ 51
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solucion  de desnaturalizacion. Agitar o temperatura
anbiente durante 15 min,

6. Desechar la solucién de desnaturalizacion y cubrir la
membrana con solucién de enjuague. Agitar a temperatura
ambiente durante 15 min.

7. Eliminar la solucidén de enjuague y cubrir la membrana con
una solucion de 88C 2X. Agitar a temperatura awbiente
durante 5-10 min,

8. Eliminar la solucion de 8SC 2X y colocar las membranas de
nylon sobre un papel filtro limpio. Dejar secar durante 15
min.

Hibridacién y Quimioluminiscencia.

1. Colocar la membrana en uh recipiente limpio y adecuado al
tamafio de ella, Adicionar 20 ml de s5C 2X y agitar a
temperatura ambiente durante % min.

2. Preparar 25 pl de la sonda con 25 ml de la solucion de
hibridacién precalentada a 45°C.

3. Eliminar la solucién de SS8C 2X y agregar la sonda. Incubar
en un bafo maria con agitacién durante 30 min a 45°C.

4. Tirar la sonda y agregar 100 ml de SSC 2X y agitar durante
unos minutos a temperatura ambiente.

5. Desechar la solucién y agregar 100 ml de la solucidn de
TMAC. Incubar con agitacién a 60°C durante 20 min.

6. Desechar la solucién de TMAC y adicionar 100 ml de 35C 2X.
Agitar unos minutos y desechar la solucidn.

7. Cubrir las membranas con buffer Quick-Light 1X y agitar a
temperatura ambiente durante 1 min. Realizar este paso
tres veces.

8. Cglocar las membranas hibridadas en un folder y rociarlas
con Lumi-Phos. Sellar el folder.

9. Colocar el folder en un chasis con una pelicula para rayos
X y exponerla a la quimioluminiscencia de 30 min a 2 horas
a 37°C. El tiempo de incubaciodon varia dependiendo de la
sonda trabajada.

10.Deshibridar en caso de que se pretenda rehibridar las
membranas con otra sonda., Colocar las membranas en un
recipiente limpio y cubrirlas con una solucidén de SSC 2X y
SDS al 0.1%. Incubar con agitacién a 65°C durante 60 wmin.

Amplificacion del DNA por PCR usando primers sintetizados
en Espaia o en México.

Preparar la siguiente mezcla de reaccion por cada mueskra en
un tubo Eppendorf de 0.5 wl:
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Bufter PCR 5 pl
Primer derccho 5 nl
Primer izquierdo 5 nl
dNTPs 5 npl
Taqg polimerasa 1.25 U,
DNA 0.5 g

La concentracion final es: S0 mM de KCl, 10 mM de Tris-iiCl pH
8.4, 1.5 mM MgCly, 0.2 mM de dNTPs y 25 pmoles de cada uno de
los primers a un volumen final de %0 pl.

A cada tubo sc le agrega 2 gotas de aceike nineral y se
colocan en el termociclador con las siguientes condiciones

besnaturalizacion 1 min a 94°C 30 ciclos
Reasociacion 1 min a 60°C 30 ciclos
Extension 1.5 min a 72°C 30 ciclos
Extensién final 7 min a 72°C 1 ciclo

Electroforesis del DNA amplificado.
La comprobacién de la amplificacién del DNA se realiza de la
misma forma que en el protocolo de Lifecodes.

Dot blot.

1. Cortar una membrana de nylon de $ cm X 5 cm. Se cuadricula
para que cada cuadro mida 1 cm?,

2. Humedecer la membrana eb Hy0 destilada. Colocarla en una
solucién de SSPE 10X durante 15 wmin a temperatura
ambiente. Secar la membrana a 60°C,

3. Depositar 2 pl del DNA amplificado en un cuadro para cada
muestra. Dejar secar a temperatura ambiente.

4., Colocar la membrana 30 seg enh el transiluminador UV.
Hornearla a 80°C durante 15 min,

5. Desnaturalizar el DNA la membrana colocindola en unha
solucion de NaOH 0.5 M/Nacl 1.5 M durante 5 min a
temperatura ambiente,

6. Colocar la membrana en una solucién de NaCl 1.5 M/Tris-
Base 0.5 M pll 7.4 durante 1 nmin.

7. Hornear a 80°C durante 10 minh y colocarla en el
transiluminador UV por 3 min.

Marcaje de oligonucledtidos.

1. Colocar en un tubo Eppendorf de 1.5 ml la mezcla de
reaccién que contiene: 4 ynl de buffer Tailing 5X, 4 nl de
CoCly 25 mM, 95 pmoles de oligonucledtido que se desee
marcar, t pl de ddUTP-Dig 1 nmol/pl vy 37.5% unidades de
terminal transferasa.
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2. Incubar la mezcla a 37°C durante 30 min y después colocar
el tubo en hielo,

3. Mezclar en un tubo Eppendorf 1 pl de glicégeno con 200 pl
de EDTA-Nap 0.2 M ph 8.0, Apadiy 2 pl de esta solucion a
la mezcla de reaccion anterior.

4, Precipitar el oligonucledtido marcado con 2.5 pl de Licl 4
M mas 85 pl de etanol absoluto a -20°C. Mezclar y el tubo
colocarlo a =-80°C durante 15 min. Colocar el tubo despuds
a -20°C por 2 hrs.

5. Centrifugar a 12,000 x g durante 20 min a 4°C, eliminar el
sobrenadante. Lavar el oligonucleotido con 60 pl de etanol
al 70%, centrifugar a 12,000 x g durante 10 min a 4°C.

6. Eliminar el sobrenadante y secar ¢l oligonucleotido.
Resuspenderlo en 20 m]l de solucidn de hibridacion.

Hibridacién y Quimioluminiscencia.

1. Colocar la membrana en un recipiente limpio., Prehibridar
con solucién de hibridacién durante 30 min a 42°C,

2. Desechar la solucién y anadir el oligonucledtido marcado.
Incubar a 42°C durante toda la noche en un bano marfa con
agitacién suave,

3. Lavar la membrana con 100 ml de la solucion SSPE 2X y SDS
0.1% a temperatura ambiente durante unos minutos. Desechav
esta soluciom.

4, Lavar la membrana 2 veces con 100 ml de la solucion de
TMAC a 59°C por 15 min. Eliminar la solucién.

5, Cubrir la membrana con el buffer ] durante 5 min en
agitacion a temperatura ambiente. Desechar la solucidnm,

6. Agregar el buffer 2 y agitarla por 30 min a temperatura
ambiente. Desechar la solucidn.

7. Incubar con 25 ml del anticuerpo antidigoxigenina-ApP
durante 30 min a temperatura ambiente en agitacioén suave.

8. Lavar dos veces con 100 ml del buffer 1 durante 15 min a
temperatura ambiente en agitacién, Eliminar la solucion.

9. Cubrir la membrana con el buffer 3 en agitacién suave por
5 min a temperatura ambiente.

10.Incubar con el AMPPD por 5 min a temperatura ambiente con
agitaciéon suave. Retirar el substrato.

11.Incubar a 37°C durante 15 min. Colocar. la membrana cn un
folder sellado, transferirla junto con una pelicula de
rayos X a un chasis e incubar a tenperatura ambiente
durante 5 a 60 min dependiendo de la sonda utilizada.

12.Para deshibridar la membrana colocar ésta en un recipiente
limpio, adicionar NaOlt 0.4 M y agitar suavemente durante
20 min a 42°C. Eliminar la solucién.

13.Cubrir la membrana con una solucién Tris-HCL 0.2 M pH 8.0,
SSPE 0.1X y SDS 0.1% e incubar 20 min a 42°C con agitacién
suave.
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APENDICE 4

ABREVIATURAS

AKC: cloruro de amonio-carbonato de potasio

AMPPD: 3-(2'=-espiroadamantano)-4-metoxi-4-(3''~fosforiloxi)
fenil-1, 2-dioxietano, sal disddica

CTAB: bromuro de hexadecil-trimetil-amonio

dNTPs: desoxinucledtidos

EDTA: acido etilendiamino tetracético

NP40: Nonidet P40

PBS: amortiguador de fosfato salino

PVP 40: polivinilpirrolidona

RFLP: polimorfismo en la longitud de fragmento de restriccion

RCB: amotiguador salino tris-EDTA

5DS: sulfato dodecil de sodio

S5C: amortiquador de cloruro de sodio y citrato de sodio

SSPE: solucidén salina fosfato~-EDTA

TAE: amortiguador Tris-Acetato-EDTA

T™AC: cloruro de tetrametilamonio
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