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I. INDICE DE ABREVIATURAS

LED = Lupus eritematoso diseminado

HLA = Antigenos de leucocitos humanos

MHC = Complejo principal de histocompatibilidad
ANA = Anticuerpos antinucleares

DNA = Acido desoxirribonucleico

PLP = Fosfolipido

EBA = Procoldgena

RNP = Ribonucleoproteina

ssDNA = DNA de doble cadena

dsDNA = DNA de cadena sencilla

Ig = Inmunoglobulina

IgG = Inmunoglobulina G

IgM = Inmunoglobulina M

INF-y = Interferén gamma

TNF-B = Factor de necrosis tumoral

TNF-a = Linfotoxina

Ii = Cadena invariante

HSP-70 = Proteina de choque térmico

Is = Genes de respuesta inmunolégica

Ir = Genes de supresién inmunolégica

TCR = Receptor del linfocito T

ATP = Adenosin de trifosfato

Th = Linfocito T cooperador

Tc = Linfocito T citotéxico

Il = Interleucina

AR = Artritis Reumatoide

LED = Lupus eritematoso diseminado

DMDI = Diabetes mellitus dependiente de insulina
VKH = Vogt-Koyanagi-Harada

EMTC = Enfermedad mixta del tejido conectivo
EA = Espondilitis anquilosante

EAE = Encefalitis alérgica experimental

NZB = Ratén experimental propenso al LED de Nueva Zelanda
DBA = Ratén experimental sano

GGB = Gammaglobuiina de bovino

NOD = Ratén no obeso propenso a la diabetes
Ul = Moléculas ricas en uridina

STF = Suero de ternera fetal
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I. RESUMEN

El LED es una enfermedad autoinmune multisistémica compleja que consiste de una diversidad de
alteraciones asi como con una variedad de manifestaciones clinicas La etiologia de la enfermedad ¢s aun
desconocida, pero es evidente la participacion tanto de factores ambientales como genéticos En
estudios con distintos grupos étnicos es evidente la asociacion con los antigenos HLA-DR2 v DR3 del
MHC vy de diferentes secuencias de DNA con la sintesis de diversos autoanticuerpos. El objetivo de este
trabajo es analizar los marcadores del MHC en pacientes mexicanos con LED infantiles y adultos para
saber si la enfermedad es distinta y saber si existen genes Ir en el MHC que controlen la sintesis de los
diferentes autoanticuerpos. Se estudiaron 121 pacientes con LED. 71 adultos y 50 nifios La mayoria
pertenecen al sexo femenino (adultos 97.2% y en los nifios 90%). En los adultos son mas frecuentes el
dafo renal vy la artritis. en cambio en los nifios el dano renal, artritis, anemia hemolitica. vasculitis vy
ulceras orales. La edad X=30 afios en adultos y X=15.1 afios en nifios y la de inicio es X=24. 1 y X=114
respectivamente. Se realizo la tipificacion serologica de antigenos de clase I (HLA-A, B y C) y antigenos
de clase 11 (HLA-DR y DQ) con las técnicas de microlinfocitotoxicidad sobre linfocitos T y B,
utilizando aloantisueros y anticuerpos monoclonales del banco de sueros del Departamento de
Inmunogenética. También se realizo la determinacion de autoanticuerpos anti-ANA, anti-DNA. anti-
RNP. anui-PLP, anti-Sm, anti-Ro y anti-La en el Hospital General y en el Instituto Nacional de Pediatna
Los autoanticuerpos que se presentaron con mayor incidencia son los anti-DNA (87 0%). anti-ANA
(85 7%) v anti-RNP (81.0%) en los adultos v anti-ANA (88%). anti-DNA (74%). anti-PLP (42%) v
anti-Sm (40%) en los pacientes infantiles. Se encontrd una asociacion indudable con los antigenos de
clase 11: el DR17 en adultos {X2Y=24_98_ RR=5.05. FE=0.28, p= <0.00001, pc=0.0003) v en mhos
(X2Y=6.65, RR=2 97, p=001) y el DQ2 solo en los pacientes adultos (X2Y=15 25, RR=3 09, p=
N0008, pc NS, lo que sugiere que los genes de susceptibilidad se hallan en la region DR v dependen de
secuencias particulares en el nicho, el DR17 y el DQ2 se encuentran en desequilibrio de enlace También
se encontraron genes de proteccion asociados en ambos grupos al DQ6 (X2Y=27 62. FP=032. p=

G OG0T, pe=002) indicando que un sujeto DO6G+ nene menos rniesgo de desarrollar LED Al



correlacionar los marcadores HLA con los autoanticuerpos para conocer posibles diferencias entre
adultos y nifos, se encontro un aumento de los siguientes antigenos solo en los nifios, el DR8 con anti-
RNP (X2Y=4.18, p=0.04, RR=0.25), ¢l DR4 y DR12 con anti-PLP (X2Y=5.85, p=0.009, RR=0.13 y
X2Y=4.00, p=005, RR=0.25 respectivamente) y el DQ4 (X2Y=5 .46, p=0.009, RR=5 85). Se demostro
la presencia de genes Ir que controlan la sintesis de autoanticuerpos y que muestran una asociacion
significativa, de modo que el DR13 se asocia a la presencia de anti-DNA (X2Y=43 83, p= <0 0001); los
anti-RNP dependen del DR7 en nifios (X2Y=17.66, p=0.00003, RR=43.47); anti-Sm dependen de
secuencias en el DQ8 {X2Y=5.84‘ p=0.01, RR=8.6).

Los resuitados del presente trabajo demuestran que el LED es clinica e inmunologicamente diferente
en nifios y en adultos. Sin embargo, ¢l gen que predispone a la enfermedad como tal en ambos grupos de
pacientes mexicanos es el mismo que en caucasoides y los genes Ir que informamos indican que las
posiciones 14 y 70 de la cadena DQBI y la 34 y 76 en DQAI son probablemente sitios complementarios
de union a las secuencias Ro y La de los péptidos del DNA. Se demuestra también la importancia de
conocer el patrén genético en el LED y en el control de autoanticuerpos, pues esto permitira el manejo

mas racional y oportuno de los sujetos en riesgo.
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II. INTRODUCCION

1 LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO
1.1 HISTORIA

La mayoria de los trastornos reumatologicos comparten alteraciones inmunologicas, razén por fa cual
es importante conocer los mecanismos de respuesta inmunologica que ocurren en ellas. para comprender
su etiopatogenesis. Una de las entidades reumatologicas mas complejas es el LED descubierto por Rayer
en 1850 (59) El término de lupus fue utilizado por primera vez en 1851 por Cazenave para describir a
pacientes cuya enfermedad se limitaba a la piel. El observo el padecimiento en jovenes adultos y lesiones
frecuentes en la cara (59). En esta época se le consideraba una enfermedad cutanea desfigurante pero no
letal. En 1872 Kaposi sefialo que ell salpullido se asemeiaba en su forma externa a una mariposa con
posibles complicaciones sistémicas, incluyendo fiebre, pleuroneumonia, coma e incluso provocar la
muerte. En 1904, Osler propuso posibles complicaciones gastrointestinales y cardiacas, También se
describieron lesiones cutaneas polimorficas con una artritis concomitante y se informaron varios casos
de pacientes con insuficiencia renal. No fue sino hasta las décadas de entre 1920 y 1930 que ¢l LED se
consideré como una entidad clinica independiente En 1941, fue clasificado por Klemperer, Abou,
Pollack y George Baehr como una enfermedad "colageno-vascular”, es decir un padecimiento que
afectaba al tejido conectivo v a los vasos sanguineos El 1948 Hargraves descubrio a la célula de lupus
eritematoso llamada célula LE que se define como un granulocito polimorfonuclear que fagocita y trata
de eliminar a los complejos inmunes formados por los nicleos y sus anticuerpos. Bajo el microscopio se
ve al polimerfonuclear con los granulos de los complejos antigeno-anticuerpo lo que posteriormente
dirigio la atencion hacia el estudio de los aspectos inmunologicos del LED. (59, 61, 99)

Holman y Kunkel demostraron que el sucro de pacientes con LED tenia un anticuerpo con atinidad
para los nucleos v espeaificamente para las nucleoproteinas. que se unen al DNA en los cromosomas
También se encontraron cn algunos pacientes anticuerpos capaces de reaccionar con ¢l nucleo, y
observaron que uno de estos anticuerpos se unia a la nucleoproteina formando un complejo antigeno

anticuerpo que es el que se halla en la celula LE (99) La observacion de que la mayoria de los pacientes



cori LED desarrollaba anticuerpos frente a los antigenos propios, sugiri6 que se trataba de una
enfermedad autoinmune. (59, 87).

Se demostrd como una entidad nosolégica a partir del conocimiento de una serie de manifestaciones
clinicas asociadas con ciertos hallazgos patologicos caracteristicos como las lesiones renales, del bazo y
la endocarditis verrugosa bacteriana Con el desarrollo de pruebas del laboratorio sensibles para la
identificacion de autoanticuerpos asociados con el LED., el espectro se modifico significativamente, pues
fur. posible diagnosticar las formas mas leves. Después de la descripcion del fenomeno de las células LE,
se descubrieron otros autoanticuerpos entre los cuales se hallan los anticuerpos anti-DNA y anti-Sm
dirigidos contra un componente de las ribonucleoproteinas. Se emplearon técnicas de
inmunofluorescencia basadas en agregar el suero que contiene los ANA del paciente a un tejido nuclear
de ratén y luego un segundo anticuerpo marcado con isotioscianato de fluoresceina. Si el paciente tiene
ANA, la anti-IgG se pega a la IgG del paciente que a su vez se fija a los nlcleos y se pueden observar
diferentes patrones de fluorescencia. En la actualidad, se conocen nuinerosos autoanticuerpos dirigidos
contra algunos componentes intracelulares. El descubrimiento de las células LE dio lugar al primer
método inmunologico para el diagnostico junto con la biopsia renal percutanea. Widespread comprobd
usando estas pruebas que la forma generalizada es mas frecuente que la cuténea llegando a la conclusion

de que el LED es una enfermedad letal que en algunas ocasiones no se identifica a tiempo. (59, 113).

1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS Y CLASIFICACION

El LED es el prototipo de las enfermedades multisistémicas autoinmunes, a diferencia de otros
padecimientos autoinmunes érgano especificos, en donde se desencadena una respuesta contra el tejido
especifico Las manifestaciones clinicas en el LED constan de una gran cantidad de reacciones
inmunologicas asi como gran heterogenicidad clinica. Se caracteriza por la produccion de
autoanticuerpos dirigidos contra el DNA de doble cadena, contra una variedad de ribonucleoproteinas
intracelulares, células hematologicas y fosfolipidos. El perfil, de autoanticuerpos difiere ampliamente
entre los pacientes. Mientras algunos de estos anticuerpos danan directamente a los tejidos, los ANA

forman complejos inmunes que se depositar en el interior de los vasos. causando un dano indirecto



Desde el punto de vista clinico el LED no presenta un s6lo patrén. El inicio puede ser agudo e insidioso
y se presentan muchos cambios patologicos asi como diversas manifestaciones clinicas. (6, 99). Los
sintomas generales son la fatiga, que puede ser desde moderada hasta severa y se observa antes de que
se manifiesten otros sintomas, también ocurre en aquellos casos donde la concentracion del factor C'3
del complemento es baja ¢ después del tratamiento hasta que haya otra exacerbacion de la enfermedad.
En la mayoria de los pacientes hay pérdida de peso que se acompafa con un sindrome nefritico. El dano
en las articulaciones es la caracteristica mas frecuente en el LED y en algunos casos el dolor muscular
precede a la aparicion de una enfermedad multisistémica que puede ocurrir desde los 6 meses hasta
pasados 5 afos. Actualmente se sabe que puede presentarse artritis sin o con una ligera deformidad y en
ocasiones con espasmo en los musculos pero la artritis erosiva es poco frecuente Sin embargo, también
se presentan nodulos reumaticos y a nivel muscular se observan casos de miositis y serositis local que
son menos frecuentes. (87, 113). Las lesiones cutaneas dermatolégicas ocurren en el 90 % de los casos
y en el 50 % se manifiesta el tipico eritema en forma de alas de mariposa y es quiza el primer signo de la
enfermedad, la cual se observa frecuentemente después de exposicion a los rayos del sol. En ocasiones
dicha exposicion origina un segundo eritema en forma de una erupcion eritematosa maculopapular. (87,
99). Asi mismo se encuentran lesiones de color rojo en las yemas de los dedos, en las palmas de las
manos y en las plantas de los pies. La erupcion maculopapular normalmente aparece sin enrojecimiento
o hiperpigmentacion, pero en algunos pacientes persisten las lesiones que se convierten en costras v
desarrollan una artropatia superficial. Esto origina eritema discoidal, que se caracteriza por la presencia
de parches con adherencia queratinica. (87).

El rifion es uno de los organos mas afectados y es de las mayores complicaciones. La nefritis que
ocurre en el 75% de los casos se ha confirmado en autopsia y es la manifestacion mas grave Se han
descrito cinco lesiones histologicas: la glomerulonefritis mesangial, focal, proliferativa difusa,
membranosa vy la esclerosante caracterizadas por la presencia y deposito de complejos inmunes (87)
Habitualmente no se identifican depositos de anticuerpos antinucleares en los tejidos de los pacientes
con LED, como seria de esperarse, si éstos fueran responsables directos de la patologia. Una serie de

irabajos experimentales en raton, sugieren un papel patogénico directo de los complejos antigeno-



anticuerpo. Al mismo tiempo que se descubnan los ANA circulantes en el suero de lupicos. Mellors (61)
observo depositos de gamma globulina en los glomérulos renales y Vazquez y Dixon (61), los
encontraron en las pequenas arterias del mgado v del bazo Los anticuerpos circulantes van
principalmente contra antigenos nucleares. DNA| tanto en su forma nativa de doble cadena como en la
forma desnaturalizada de una cadena y contra los complejos de DNA e histonas Tan, v col (102)
mostraron que los niveles sericos de antigenos de DNA y de los anticuerpos correspondientes
fluctuaban, sugiriendo una asociacion entre la formacion de complejos inmunitarios y el incremento de
los sintomas. Otros han demostrado una sorprendente correlacion entre las exacerbaciones de la
enfermedad y la reduccion de los niveles séricos del complemento. que se une a los complejos
depositados en los tejidos o que son eliminados por las células reticuloendoteliales Los complejos
inmunes son mediadores importamés tanto de la respuesta vascular como de las lesiones renales,
dependiendo del sitio donde se depositan (61) Las biopsias renales de pacientes con proteinuria
muestran depositos granulares de gamma globulina con complemento a lo large de la membrana basal
del glomérulo renal por donde se filtra la sangre. El engrosamiento de los glomérulos renales condujo a
Klemperer en 1935 a relacionar el LED con las lesiones de la enfermedad del suerc observada en los
rifones de caballos que reciben inyecciones repetidas de toxoide difterico para la obtencion del antisuero
(antitoxina difterica). El papel de los complejos inmunes se aclaro hasta que una serie de experimentos
demostraron su importancia en la asociacion a la gravedad de la enfermedad Se demostro que la
administracion a largo plazo de antigenos proteicos en los conejos desencadena lesiones glomerulares
parecidas a las observadas en los rifiones de los pacientes con LED. (59).

Tambien se afectan otros organos, como el pulmon donde puede haber desarrollo de neumonitis
lapica. el corazon que puede mostrar miocarditis originando insuficiencia cardiaca congestiva con
taquicardia, trastornos del ritmo y cardiomegalia; el sistema nervioso que presenta trastornos psiquicos
como psicosis, depresion o neurologicos como convulsiones, paralisis de nervios crancales, meningitis
aseptica, migrafa, neuritis peritérica y oclusiones vasculares cercbrales; en los ojos hay en ocasiones una
degeneracion focal de la fibra nerviosa de la retina. secundaria a vasculitis retinal y escleritis En el

aparato digestivo pueden aparecer ulceras gastrointestinales. pancreatitis, hepatitis v ateccion al sistema



microvascular, presentando hemorragias y oclusiones subungueales, infarto de la pulpa de los dedos y
dlceras atroficas. Del 5 al 10% de los pacientes con LED desarrollan sequedad en las conjuntivas del
ojo, caracteristico del sindrome de Sjogren. Ademas hay una serie de anormalidades hematologicas.
como la anemia, leucopenia, leucocitosis, linfopenia y trombocitopenia. (87, 99)

El nucio del lupus v su exacerbacion se relaciona frecuentemente con factores desencadenantes
especificos como las infecciones, exposicion al sol. intervenciones quirrgicas. embarazo y problemas
emocionales lo que generalmente se debe a una alteracion en los mecanismos inmunologicos que
conlleva al dario tisular en distintos 6rganos internos. En realidad su origen es desconocido pero se han
propuesto algunas alternativas como son la participacion de factores genéticos como mecanismo central
pero también otros factores importantes son las inmunodeficiencias timicas, las deficiencias de factores
del sistema de complemento y es posible que los virus sean un desencadenante ya que hay evidencias de
que ciertas cepas de raton que se infectan por algunos virus desarrollan la enfermedad en forma
espontanea. (6, 113).

A pesar de que no se ha logrado esclarecer su origen, existen evidencias considerables de que los
factores genéticos del hospedero juegan un papel importante en la expresion y susceptibilidad de la
enfermedad. Aproximadamente del 10-12 % de los parientes de pacientes con LED tienen un riesgo
relativo primario para desarrollar la enfermedad. En estudios familiares se ha visto que el riesgo relativo
va del 1.7 al 3.0% en parientes de enfermos en comparacion con un riesgo relativo de 0.2-0.3% en
parientes de poblacion sana Existe un alta concordancia entre gemelos monocigoticos (24-69%)
comparado con gemelos dicigoticos (2-9%) (6). También es indudable que tanto la enfermedad como
ciertas alteraciones inmunologicas tienen una mayor prevalencia entre los familiares que en la poblacion
normal, la cual oscila entre 0.5% y 4%. Mas ain, cada dia es mas clara la participacion genetica sobre
todo asociada a algunos problemas del sistema inmunologico. (113).

Pronto se considero al LED una enfermedad autoinmune por lo que Cohem v la Asociacion
Americana de Reumatismo selecciono en 1971, un grupo de expertos para analizar detalladamente estos
criterios De tal modo que se establecieron 14 criterios para el diagnostico en 1971 (21) del LED lo cual

se muestra en el cuadro 1. Con estos criterios, se demostro que el 90% de los pacientes presenta 4 de



alguno de los 14 criterios Algunos encontraron que el 94-96% manifiestan 4 0 mas, y otros que el 67%
presenta 4 de los 14 criterios. A los 7 meses de evolucion los manifiesta el 79%, el 89% los manifiesta a
los 2 afios y el 94% los tiene instalados 7 afios despucs. Por éstos motivos se incluyeron otros datos
como, la presencia de anticuerpos contra el DNA, los anticuerpos antinucleares, las alteraciones del
complemento y otros hallazgos inmunopatologicos. (21)

En 1982, gracias a las técnicas mas sensibles y especificas para la determinacion de los
autoanticuerpos y para la realizacion de otras pruebas para los aspectos clinicos se modificaron los 14
criterios del LED. Esta revision incluye a los anticuerpos antinucleares, los dirigidos contra el DNA
nativo y los llamados anti-Sm, reuniendo 11 caracteristicas para su diagnostico que son los actualmente
consideradas internacionalmente. Y se muestran en el cuadro 2. Por lo tanto, para propositos de
identificacion de los pacientes en es'tudios clinicos se considera que una persona padece de LED si
presenta 4 o mas de los 11 criterios mencionados en un momento dado o simultaneamente durante

cualquier periodo (21, 87, 103).

1.3 CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS

Las caracteristicas de importancia inmunologica en las enfermedades autoinmunes son entre otras los
autoanticuerpos, que tal vez sean los causantes de la patogénesis en el LED resultando en un dafo
sccundario a los tejidos. También puede deberse la presencia de autoanticuerpos a algun virus que
desencadene una respuesta de reactividad cruzada, o puede tratarse del paso inofensivo del agente
etiologico Los pacientes con LED producen una gama de autoanticuerpos dirigidos contra elementos
celulares, como el nicleo. los fosfolipidos, las ribonucleoproteinas, el DNA, etc, los cuales tienden a

asociarse con diferentes subtipos clinicos lo cuales se describen a continuacion (81).

o .'}HH('H(’?"U{J v antinucleares
Estan formados por todo tipo de inmunoglobulinas y van dirigidos contra el nucleo o elementos de
este. Para su identificacion se utiliza el método de inmunofluorescencia indirecta, en la cual se observan

critenos mencionades en un momento dado o simultaneamente durante cualquier periodo. (17, 69, 82)



CUADRO 1

CRITERIOS CLINICOS PARA LA CLASIFICACION DE LED PROPUESTA POR LA
ASOCIACION AMERICANA DE ARTRITIS REUMATOIDE EN 1971

MANIFESTACION

DESCRIPCION

D)
5

3)

4)
5)
6)
7
8)
9)

Eritema facial
Lesion discoidal

Fenomeno de Raynaud

Alopecia

Fotosensibilidad

Artritis sin deformidad

Ulceracion oral o nasofaringeal

Células LE

Falsas positivas a la prueba de sifilis (STS)

10) Proteinuria profusa

11) Distribucion celular

12) Pleuritis y/o pericarditis

13) Psicosis y/o convulsiones

14) Anemia hemolitica y/o leucopenia y/o trombocitopenia

Eritema facial difuso, liso ¢ levantado cerca del puente nasal.

Parches con adherencia queratinica escalada y tapones foliculares
Dos fases de color en la cara por comprobacion historica o por
observacion clinica. Implica alteraciones en la circulacion

Pérdida del cuero cabelludo

Sensibilidad a la luz solar

La cual se acompafia de artralgias

Pueden ser eritrocitos o hemoglobina

Tomado de Cohem y col., 1971 (21).




CUADRO 2

ASPECTOS RELEVANTES CONSIDERADOS DESDE 1981 PARA EL

DIAGNOSTICO DEL LED

1) Eritema malar
2) Eritema discoidal
3) Fotosensibilidad
4) Ulceras orales

S) Artritis

6) Serositis

7) Alteraciones renales

8) Alteraciones neurologicas
9) Alteraciones hematolégicas
10) Alteraciones Inmunolégicas
11) Anticuerpos antinucleares

Tomado de Tan y col. 1981, (103).




6 diferentes patrones morfologicos, 4 de los cuales tienen importancia clinica a) E! patron homogéneo
que es la expresion morfologica de anticuerpos anti-histonas las cuales aparecen en pacientes con LED
inducidos por farmacos En este patron los niicleos tienen una coloracion difusa o uniforme. (81). b) El
patron periférico o delineado es la expresion morfologica de anticuerpos anti-DNA de doble cadena que
son caracteristicos del LED en su fase activa. ¢) El patron moteado refleja la presencia de anticuerpos
dirigidos contra componentes nucleares diferentes al DNA, como son los anticuerpos anti-ENA que son
dos moléculas nucleares; los antigenos Sm y los RNP que son tipicos del LED. d) El patron nucleolar se
ve cuando la coloracion de los nucleos es homogénea. Se ha dicho que éste antigeno puede ser
precursor ribosomal de ribonucleoproteinas. Este patron esta mas relacionado con escleroderma,
polimiositis o dermatomiositis. Una prueba positiva de ANA debe ser interpretada con mucho cuidado
porque el suero de un paciente con cualquier enfermedad reumatica puede tener muchos
autoanticuerpos en contra de componentes del nucleo, ademas de que los anticuerpos en el suero
pueden tener diferentes titulos. Por otro lado, la estabilidad de los antigenos es diferente para cada uno
va que pueden fijarse a tejidos o pueden desnaturalizarse y por Gltimo los patrones que se observan
parecen estar influenciados por el tipo de tejido que se utiliza como sustrato para la prueba. Esta prueba

es positiva del 1 al 5% de las personas sanas ¢ en pacientes con varias enfermedades cronicas. (81)

h) Anticuerpos anti-DNA

Existen tres tipos importantes de anticuerpos anti-DNA en pacientes con LED 1) anticuerpos centra
DNA de cadena simple o desnaturalizado (ss-MNA); 2) anticuerpos contra DNA nativo o de doble
cadena (ds-DNA); y 3) anticuerpos que reaccionan contra ambos, ss-DNA y ds-DNA. Los anticuerpos
pueden ser inmunoglobulinas de tipo 1¢G 6 TeM. En el LED se observan altos titulos de anticuerpos
anti-ds-DNA, en cambio los anti-ss-DNA se presentan en pacientes con AR, hepatitis cronica activa y en
el lupus inducido por farmacos Los anticuerpos anti-ds-DNA de la alta afinidad se asocian a la

presencia de enfermedad renal. (36).



¢) Anticuerpos Dirigidos Contra Ribonucleoproteinas (RNP), Haciu lus Unidades U1y y Sm

Las particulas proteicas del RNA se conocen como S, U v RNP. Las moléculas Uy estan formadas
por al menos 7 proteinas con pesos moleculares que van de 12 a 65 kDa. Las particulas Sm estan
compuestas por las mismas 7 proteinas del RNA, Us, U}, Uy, Us y Ug conteniendo 196, 171, 145, 120
y 95 nucledtidos, respectivamente. Los anticuerpos anti-Sm se unen a 5 diferentes particulas de RNA
que contienen U, cada una con un RNA distinto y 7 proteinas comunes. Las reacciones de precipitacion
de U{RNP, requieren tanto de la proteina como del RNA. En cambio la presencia de la proteina sola es
suficiente para la precipitacion del complejo Sm/anti-Sm. Los anticuerpos anti-U | RNP reaccionan con
epitopes de polipéptidos (solo para la unidad Uy), de 70, 33 y 22 kDa. Las proteinas de 33 v 22 kDa se
designan como péptidos A y C respectivamente. Los anticuerpos anti-Sm reaccionan contra 2 proteinas
de 28 y 16 kDa que tienen en comun la unidad U y se llaman B y D. La B también se conoce como B/B'
debido a que hay un par péptidos de 29 y 28 kDa, respectivamente. Los anticuerpos contra los
componentes del RNA, como el U} RNP, son poco frecuentes. Existen 3 polipéptidos mas pequefios, de
12. 11 y 9 kDa denominados E, F y G Hay una considerable sobreposicion en la distribucion de estas
especificidades en el suero teniendo varias combinaciones de precipitinas de anii-UjRNP y anu-Sm.
Esto es normal para el suero anti-U|RNP, que inmunoprecipita solo Ul RNA con una sola banda
(RNAsa) sensibles a RNAsa, puede unirse fuertemente a las bandas B/B' (81). La actividad especifica
anti-Sm, es contra el péptido D y en menor frecuencia contra los E En pacientes con anticuerpos anti-
U BNP y anti-Sm hay reactividad cruzada entre los polipéptidos A y C, porque comparien secuencias
de aminodcidos, mientras quc cntie ios péptidos B/B' y D a pesar de que tienen epitopes compartidos no
hay reactividad cruzada, indicando que el epitope es conformacional. (81)

Los anticuerpos especificos contra la unidad Uy sieinpre se acompaiian por anticuerpos que precipitan
a la unidad Uy, por lo que el RNP anti-U5 inmunoprecipita a RNAs U + Us. mientras que el suero
anti-U1 RNP solo precipita a la unidad U {RNA y el suero anti-Sm precipita a las S proteinas de 1. 2, 4.
5y 6 U RNAs. Esta reactividad cruzada se debe a la homologia de las secuencias entre la proteina A de
Uy vy B "de Ujp. Las especificidades de los anticuerpos anti-Sm RNP se enlistan en el cuadro 3 (81)

Ln los pacientes con LED aparccen anticuerpos anti-Sm con o sin anti-L'{RNP  Los anti-UjRNP



también son propios de la enfermedad de EMTC, que es una combinacion de polimiositis y esclerosis
progresiva sistemica. En ella, se han identificado anticuerpos especificos contra una proteina de 70 kDa.
Tambien existen epitopes multiples por lo que el patron de reactividad del suero de los pacientes con
LED y con EMTC es similar y a veces idéntico. (81). Una de las asociaciones clinicas mas sorprendentes
es con la nefiitis, pues los pacientes que solo tienen anticuerpos anti-U | RNP, tienen una baja frecuencia
de insuficiencia renal, por lo que el predominio de éste tipo de anticuerpos sobre los anti-Sm ha sido el
mejor indicador de bajo riesgo para la nefritis, mucho mas que la presencia o ausencia de anticuerpos
contra el peéptido de 70 kDa. En el cuadro 4 se muestran algunas asociaciones clinicas y serologicas,

como la relacion entre anti-UsRNP y EMTC y una alta prevalencia de polimiositis. (81),

d) Anticuerpos anti-Ro/SS-A y anti-La/SS-B

El componente Ro/SS-A, es una nibonucleoproteina nuclear y citoplasmatica, conocida como hY
RNA, (h = humano. Y = citoplasmico). Es rico en undina, y esta compuesto por al menos 4 especies
unicas de RNA que tienen entre 83 y 112 pares de bases de las cuales 3 han sido secuenciadas Cerca de
la region helicoidal, al final de 3' y 5' cuando el hY RNA esta compuesto por la proteina Ro/SS-A esta
protegida contra la enzima RNAsa. (81).

L.a proteina L.a/SS-B del RNA es la mas compleja. En muchas celulas hay especies de RNA llamadas
RNA 458, que se unen a la proteina La/SS-B. Parece ser que la 4.55 es la primordial en el raton y la
508 lo es en el humano, que es un precursor del RNA ribosomal. Hay sin embargo, muchos otros RNA
también inmunoprecipitados por anticuerpos anti-La/SS-B. algunos de los cuales son moléculas
precursoras del RNA de transferencia, lo cual apoya la hipotesis de que al menos todos los transductores
de fa RNA polimerasa 111 estan asociados a la proteina La/SS-B. Un oligouridilo que se halla en el
extremo 3' de la polimerasa IIl y que se une a la proteina La/SS-B pierde su antigenicidad muy rapido
Es un factor de terminacion de la transcripcion de la RNA polimerasa 111, (81)

Existen un gran namero de sindromes lupicos asociados a la presencia de anticuerpos anti-Ro/SS-A,
como ¢l lupus eritematoso cutaneo subagudo, el eritematoso neonatal, el lupus con deficiencias de C2 v

4. totosensibilidad, vasculitis y el sindrome de Sjogren. La presencia de anticuerpos anti-Ro/SS-A v
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CUADRO 3
RELACIONES ANTIGENICAS DE ANTI-Sm RNPs

ANTICUERPOS ESPECIFICOS EP]TOPES ANTIGENICOS
Anti-U | RNP 70 kDa, A (33 kDa) v C (22 kDa)
Anti-Sm B/B' (29, 28 kDa), D (16kDa)
Anti-UpRNP A' (33 kDa) y B" (28 kDa)

Tomado de Reichlin y col., 1985 (81).



CUADRO 4
AUTOANTICUERPOS ASOCIADOS AL LED

AUTOANTIGENOS ASOCIACION CLINICA
UIRNP LED so6lo 6 asociado con polimiositis y esclerosos progresiva sistémica.
Ro/SS-A En el lupus eritematoso subcutaneo subagudo, en el lupus eritematoso

neonatal, en el LED con deficiencias de C2 y C4, en el sindrome de
Sjogren, con fotosensibilidad y en la enfermedad intersticial del pulmon.

Tomado de Reichlin y col., 1985 (81).



anti-La/SS-B esta restringida para el LED vy el sindrome de Sjogren La asociacion clinica de los
sindromes depende de la relacion directa entre los anticuerpos anti-Ro/SS-A y la expresion de la

enfermedad. En el cuadro 4 se muestran éstas asociaciones. (81)

1.4 PATOGENESIS

Se ha propuesto la participacion de un virus como desencadenante. pero no se ha encontrado el
agente causal. La enfermedad es mas comln en el sexo femenino v es también muy frecuenie en
individuos con el sindrome de Klinefelter. En modelos experimentales, se induce con estrogenos, lo cual
sugiere que las hormonas modifican la respuesta autoinmune. También existen algunos farmacos que
pueden inducir una enfermedad muy similar al lupus como la hidralazina o la procainamida, lo cual
también sugiere la participacion de agentes externos de tipo quimico que puedan desencadenar la
enfermedad. Adicionalmente se ha considerado que la radiacion ultravioleta 6 las dietas ricas en grasa,
estimulan la aparicion de ciertas lesiones cutdneas que pueden modificar la respuesta inmunologica y
originar O agravar tanto una afeccion cardiovascular como un problema renal. Todos estos factores o
agentes no son mas que posibles elementos desencadenantes del proceso en la patogénesis de la
enfermedad. En el LED se pueden encontrar alteraciones de casi todos los componentes del sistema
inmunolégico tanto humoral como celular. Hay hiperactividad de los linfocitos B y supresion de algunas
funciones reguladoras de los linfocitos T y de los macrofagos, lo que conduce a la sintesis de
anticuerpos diversos con accion directa en contra de autoantigenos de eritrocitos, plaquetas, fosfolipidos
o linfocitos los cuales tienen un papel importante en la inmunorregulacion (113).

L.os modelos experimentales como es el caso del raton de Nueva Zelanda, han demostrado cuales son
los genes involucrados y que autoanticuerpos y manifestaciones clinicas se asocian En el cuadro 5 se
muestra la localizacion de marcadores genéticos de susceptibilidad. (106). Los mecanismos inductores
de la sintesis de autoanticuerpos incluyen la no tolerancia a lo propio. la hiperactividad de la
subpoblacion de linfocitos cooperadores Thi, el mimetismo molecular v la induccion de anticuerpos
antiidiotipo que se unen a antigenos propios y a diferentes inmunoglobulinas. Ademas. hay una

estimulacion policlonal de celulas productoras de anticuerpos. seguramente favorecida por algunos
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agentes patogenos. La enfermedad es evidentemente multifactorial y los autoanticuerpos pueden ser
inducidos por inmunizacién con un antigenc extraiio de reactividad cruzada con un antigeno propio.
Este mecanismo conocido como "mimetismo molecular” se debe a la existencia de secuencias de
aminoacidos o epitopes estructurales compartidos en ia proteina propia y en la extraia. El mimetismo es
responsable de algunas enfermedades como la fiebre reumatica aguda, la cual se establece en individuos
infectados con estreptococo B-hemolitico que tiene reactividad cruzada con alguna protemnas del
miocardio. Otra fuente del mimetismo molecular son las inmunoglobulinas que han sufrido una mutacion
somatica y que son una fuente potencial de neoantigenos. La respuesta contra determinantes antigenicos
de ellas, seguidas de una inmunizacion por antigenos extrafos resulta en la formacion de anticuerpos
antiidiotipicos. Si uno de los idiotipos mimetiza con un determinante del acido nucleico. los anticuerpos
antiidiotipo resultantes son simultaneamente anticuerpos antinucleares. Por lo que, tanto la reactividad
cruzada debido a antigenos extrafios como la ocasionada por las inmunoglobulinas propias pueden
inducir la formacion de autoanticuerpos. En condiciones normales el sistema inmunologico tiene la
capacidad de discriminar en una forma muy eficiente lo propio de lo extraio pero también puede
desencadenar respuestas autoinmunes dafiinas. Hoy, hay evidencias considerables de que la delecion de
linfocitos que reaccionan contra lo propio dentro del timo, el cual tiene un papel central en el desarrollo
del reconocimiento de lo extrafio y lo propio. ocurre en ctapas muy tempranas. [Este fenomeno de
delecion clonal dentro del timo elimina primariamente a las celulas T autorreactivas que tienen alta
afinidad en contra de los epitopes propios de las moléculas de clase 11. llamados "epitopes dominantes”
Los timocitos que no se elimnan llegan a la macuracion y conforman el repertorio de los linfocitos T
que van a reconocer a lo extrafo, sin embargo las mismas células T podrian reaccionar a ciertos epitopes
no dominantes de proteinas propias, con baja afinidad generando una respuesta contra lo propio
Tambien existen mecanismos perifericos de tolerancia hacia lo propio y si hay defectos a este nivel,

pueden desencadenar una enfermedad autoinmune, los cuales se describen brevemente (79, 81)

a) éludas Precursoras

Las celulas precursoras de la hematopoyesis juegan un papel importante en la instalacion del lupus
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CUADRO 5
DIFERENTES LOCI DE SUSCEPTIBILIDAD PARA EL LED EN EL RATON DE NUEVA

ZELANDA
CROMOSOMA | LOCUS DANO HERENCIA CROMOSOMA GENESCANDIDATOS
1 Lbw-7 Anti-cromatina B dominante i(61) Cd28, Ctla4, bd-2, IL-10, Cth,
Elam, Grmp, Lnbr, gid
4 Lbw-2 GN/mortalidad B dominante 4(46-65) Bmff, lcr. Ifa, Itb, Tnfr2, Cenbl-rs4
5 Lbw-3 Mortalidad W recesivo 5(88)
6 Lbw-4 Mortalidad B recesivo 6(60) IL-5r, Tnfrl
. Lbw-5 Mortalidad W domonante 7(22) otf2, Tgfbl, bel-3
11 Lbw-8 Anti-cromatina B dominante 11(30-42) Irf1, IL-10, Cth, gld
17 Lbw-1 Anti-cromatina/ BW 17(19) I-A, Tnf
GN/Mortalidad
18 Lbw-6 GN/Mortalidad W recesivo 18(49-57)
1 Sbw-1 Esplenomegalia B recesivo 1(61) Cd28, Ctlad, bd-2, TL-10, Cfh,
Elam, Grmp, Lnbr, gld
4 Shw-2 GN/Mortalidad Adicional 4(46-65) Bmifr, lcr, Ifa, b, Tnfr2, Cenb-rs4

Theofilopoulos, 1995 (106).




murino cuando se trasplantan de un raton lipico NZB a ratones normales DBA/2 o BALB/c irradiados
Estos animales desarrollan anticuerpos antinucleares 2 meses después. Del mismo modo, cuando se
trasplantan células inmaduras de médula osea de los NZB a los F1 de NZB y NZW, también desarrollan
un titulo alto de anticuerpos anti-DNA, proteinuria y disminuye la sobrevida comparativamente con
ratones normales. En casos de ratones irradiados v trasplantados con médula de normales, éstos quedan
protegidos de la autoinmunidad. Después de las radiaciones, las células del hospedero son incapaces de
despertar una respuesta autoinmune y es necesaria la presencia de las células precursoras intactas para
su induccion. El lupus murino, se caracteriza por un incremento en el numero de celulas precursoras o
en la proliferacion de su progenie inmediata. Esta actividad representa anormalidades intrinsecas en las
células precursoras o resulta de la activacion de factores de estimulacion ocasionada por otro tipo
celular desconocido. (79). Las células de la médula osea del raton NZB producen una cantidad muy
elevada de inmunoglobulinas y es posible contribuyan de modo importante a la exacerbacion de la
produccién de los linfocitos B en el raton NZB. Los defectos en la tolerancia y en la expresion anormal
retroviral del raton NZB son el resultados de un defecto en la codificacion para la expresion de las

celulas precursoras 0 en su maduracion. (79).

b) Citocinas

Muchas de las funciones de los linfocitos, estan reguladas por factores estimuladores solubles
procedentes de diferentes células que se llaman genéricamente citocinas. El exceso o deficiencia en la
produccion de ellas puede ocasionar autoinmunidad generalizada. La respuesta exacerbada de las células
B de los ratones F1, (NZB x NZW) y BXSB es consecuencia de su estimulacion por citocinas. En
cambio el raton lupico MRL-/pr Ipr produce factores estimuladores de las células T en exceso. Ademas
la respuesta disminuida de los linfocitos B hacia la sefial de las Th en el lupus murino esta bajo el control
del gen xid. Mas aun, la interleucina Il-2 funciona como factor de crecimiento de los linfocitos B
probablemente porque en los NZB los linfocitos B tienen un numero incrementado de receptores para la
11-2. (79). También se ha sugerido que la II-4 tiene un posible papel patogénico en la hiperactividad de

los linfocitos B en el raton con LED. pues en el sobrenadante de lineas celulares de los ratones MRL-
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Ipr Ipr hay una gran cantidad de anticuerpos anti-Il-4 que estimulan a los linfocitos B del raton NZB,
mientras que los ratones normales requieren de sefiales adicionales. El raton NZB también es
hiperrespondedor a la 11-5, lo cual se debe al incremento de linfocitos B CD5". En ellos hay INF-3
circulante que es resultado de una activacion policlonal de los linfucitos B. El suero de los pacientes con
LED también muestra INF durante la etapa activa de la enfermedad. La sintesis de Il-2 esta aumentada

tanto en los ratones como en el humano con LED (79).

¢) Participacion de los linfocitos T

Los linfocitos T son necesarios para la sintesis de autoanticuerpos en el lupus murino, tanto in vitro
como in vivo, pues la eliminacion de Th-CD4+ retarda o previene la enfermedad. Sin embargo, no esta
claro que los linfocitos T representen una ancrmalidad primaria 0 que sean un factor necesario en la
sintesis de autoanticuerpos. Se ha sugerido que con el incremento a la edad, los ratones NZB tienen una
perdida progresiva de linfocitos Th (Thl y Th2) pero un incremento en células amplificadoras Sin
embrago, los linfocitos B son resistentes a los efectos inhibidores de la supresion y responden a efectos
estimuladores de células Th. Asi, los defectos combinados pueden contribuir al incremento en la
produccion de autoanticuerpos. (79).

Los genotipos lpr pr v gld  gld incrementan los linfocitos T y las caracteristicas de autoinmunidad
Un exceso en el namero de linfocitos T, induce la activacion policlonal de los linfocitos B resultando en
el fenomeno autoinmune. Por otro lado, estos genotipos se asocian con anormalidades en otras estirpes
celulares, tal vez por alteracion en las células precursoras. Los linfocitos CD4-, CD8- se hallan muy
incrementados en el raton /pr/pr. Los linfocitos T son relativamente inertes pero los provenientes de
ganglios linfaticos del raton /pr/lpr son heterogéneos y las celulas CD4-, CD8" anormales puedan
diferenciarse a células doble positivas o vise versa. El incremento de éstas células puede ocasionar
hipergamaglubulinemia. (79).

Los anticuerpos anti-T eliminan a subpoblaciones de linfocitos T causando un desequilibrio en la
regulacion. Pueden estimular a las células T a liberar factores cooperadores que inducen estimulacion

policlonal por retroalimentacion positiva. El raton NZB con propension al lupus, tiene anticuerpos
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CUADRO 6
TOLERANCIA AL CONJUGADO DE GAMMA GLOBULINA DE BOVINO, EN RATONES NZB

Timo Médula Manipulacién Sexual Tolerancia a los Receptores
DBA DBA MoF e N 2

DBA NZB MoF S

NZB DBA M ++++

NZB DBA F 0

NZB DBA M castrado 0

NZB DBA F + andrégenos ++++

DBA + NZB DBA F 0

NZB NZBI Mo F 0

La tolerancia es semicuantitativa: 0 = no tolerancia; + + + += tolerancia en los ratones DBA/2 intactos
Las hembras tratadas con androgenos muestran
el mismo efecto, hayan sido ooforectomizadas o

F= sexo femenino no manipulado DBA= normales
M= sexo masculino no manipulado NZB= LED
no.

Tomado de Pelfrey, 1992 (79).




dirigidos contra los linfocitos T y los timocitos contribuyendo a acelerar la enfermedad y la muerte. Los
linfocitos T con receptor para un antigeno-especifico pueden reconocer al autoantigeno o a uno con
reactividad cruzada y estimularse produciendo citocinas que inducen la activacion de las células B. (79).
Es bien sabido que la delecion de las células que reaccionan contra lo propio en el timo, son la primer
barrera contra las enfermedades autoinmunes, lo cual invohicra a algunos mecanismos que mantienen la
tolerancia hacia lo propio, como son la anergia, la supresion y la tolerancia. La tolerancia experimental
se logra presentando al antigeno, al sistema inmunologico para que con intentos subsecuentes de
inmunizacion no haya respuesta. Por ejemplo, el ratén NZB se hace tolerante al conjugado de GGB,
después de extirpar el timo en los neonatos e irradiar ietalmente a los adultos F1 (NZB X NZW/2) Al
reconstruir con medula osea y timocitos de animales hibridos en todas sus combinaciones Se observa
que la tolerancia del ratén NZB proviene de los timocitos NZB anormales. Mas ain, cuando los
timocitos y la médula 6sea de DBA son normales hay tolerancia, en cambio cuando los timocitos son
NZB y la médula de DBA, se rompe la tolerancia. Aunque los timocitos NZB no son capaces de inducir
la tolerancia, interfieren con ella. Es pues evidente, que la pérdida de la tolerancia hacia ciertos antigenos

propios conduce a un defecto en la inmunorregulacion. (Cuadro 6). (79).

d) Ffectos de las Hormonas Sexuales

Los estudios en el ratén F1 propenso al LED (NZB X NZW) demuestran que cuando se administran
androgenos a muy temprana edad se desarrolla rapidamente enfermedad renal que es menos grave en el
sexo masculino. Al ooforectomizar a las hembras en las 3 primeras semanas de vida estas se
masculinizan. Las bases celulares del efecto de algunas hormonas se estudiaron mediante la induccion de
tolerancia. En el cuadro 6 se muestra que cuando las células DBA se administran a los receptores, tanto
hembras como machos muestran tolerancia y al administrar solo células del NZB no se establece
tolerancia ni en machos ni en hembras. Sin embargo, cuando se combina el timo de NZB con médula de
DBA, los machos se hacen tolerantes mientras que las hembras no, lo cual demuestra los efectos de las
hormonas sexuales El tratamiento con androgenos en las hembras da un patron masculinizado de

tolerancia y la castracion de los machos da un patrén femenino sin tolerancia Esto sugiere que un
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defecto en los NZB es suficiente para que una hembra se haga susceptible a las anormaiidades de
tolerancia hacia lo propio que permita el desarrollo de la enfermedad. En contraste, los machos no estan
predispuestos a dichas anormalidades en presencia de un defecto celular. Es importante enfatizar que los
androgenos no protegen a los machos cuando éstos tienen células de timo y de médula osea de ratones
NZB. Cuando la predisposicion genético-celular es modesta, los androgenos pueden retardar o prevenir
la enfermedad, pero cuando es homocigética, los androgenos son menos capaces de evitar la
enfermedad. Estos hallazgos son valiosos para explicar la distribucion de sexos en el humano. Asi si los
individuos tienen una gran predisposicion, los androgenos no los protegerian y aproximadamente la
mitad serian hombres. Si algunos individuos fueran poco susceptibles, la mayoria en este segundo grupo
serian mujeres y los hombres estarian protegidos. Esto explicaria una enfermedad severa en hombres,
aunque son la minoria, lo cual indicaria que pueden existir factores ligados al cromosoma Y que los

predispone a la severidad (79).

¢) Participacion de los Linfocitos B

Cuando se estimula policlonalmente a los ratones propensos a la autoinmunidad, la enfermedad se
acelera Si se combinan factores activadores de las células B con una timectomia neonatal, se producen
anticuerpos anti-DNA. Los ratones lupicos tienen un namero incrementado de células productoras de
anticuerpos en el bazo y de inmunoglobulinas. En el bazo hay un gran porcentaje de linfocitos B que
secretan anticuerpos capaces de reconocer antigenos convencionales y autoantigenos como el DNA, la
miosina y antigenos de superficie de los linfocitos T La expansion policlonal temprana en el raton puede
ser el resultado de un defecto primario ¢ de la maduracion de los linfocitos B. (79)

La autoinmunidad y las células B autorreactivas aumentan con el incremento de la edad, lo cual en
ratones normales ocurre en una proporcion minima. Se propone una mutacion somatica seguida de la
estunulacion por un antigeno que origine la expansion de celulas productoras de anticuerpos anti-DNA
En los hibridos F1 ((NZB X (NZB X NZW)) se observa una importante correlacion entre la activacion

policlonal en ratones de 3 meses de edad con el desarrollo de glomerulonefritis. (79)
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2. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
2.1 ANTECEDENTES

Los primeros trabajos del MHC humano fueron inspirados en el sistema H-2, MHC del raton, descrito
en 1945 por Gorer. (39). Aunque Moeschlin observé leucoaglutininas que eran anticuerpos inducidos
por amidopirina, en individuos alérgicos Dausset demostré la presencia de aloanticuerpos contra una
pequedia proporcion de individuos no relacionados del mismo grupo étnico (25, 26). En 1958 él mismo
demostro con la técnica de leucoaglutinacion la primera especificidad HLLA conocida como MAC.
Shulman desarroll6 la técnica de fijacién del complemento para la descripcion del sistema PLA de
antigenos de plaquetas. (27). En 1958, Van Rood, Payne y Rolfs descubrieron anticuerpos anti-
leucocitos en el suero de mujeres multiparas. Posteriormente Van Rood y Van Leeuwen describieron
nuevas especificidades HLA (77) y Payne en 1964 encontro dos especificidades de la serie LA; LAl y
ILA2 que segregaban en familias. (78). En 1964 después de una colaboracion internacional intensa, se
logro la organizacion del primer "Workshop" o Taller de Histocompatibilidad, donde se compararon las
diferentes técnicas con el uso de los sueros que se tenian y células de diferentes individuos En 1965 se
realizo el segundo "Workshop", en el cual se compararon las diferentes especificidades descritas por
parte de los distintos investigadores. (7). Asi surgieron las primeras especificidades lo cual permitio su
analisis genético. En ese mismo afo Dausset postuld que se trataba de un sistema inmunogenético
complejo analogo al sistema H-2 del raton al que denomino sistema Hu, después designado HLA (28)
Al buscar el papel biologico de! complejo HLA se encontro asociacion entre los antigenos HLA y el
linfoma de Hodgkins (28). Cepellini realizé el 3er. Workshop, en 1967 (20), en el que se estudiaron 11
familias. Weitkamp y col., demostraron la transmision alélica de la primera y segunda serie de antigenos
que se llama HLA-A y HLA-B, lo cual permitio establecer la distancia entre los dos loci mediante el
analisis de familias recombinantes (115). Terasaki organizo el 40. Workshop en 1970, (104), donde se
incluyeron 300 familias Quedo establecido que en el sistema existen dos loci polialélicos mtimamente
asociados. Pronto se encontro un tercer locus llamado HLA-C. (89). En 1972, el progreso del sistema
HLA era suficiente para permitir una intensa investigacion antropologica, lo cual fue el objetivo del 5o

Workshop. coordinado por J. Dausset y Colombani en 1973 (23) Asi se confirmé la transmision
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CUADRO 7

RELACION DE LOS DIFERENTES "WORSHOPS" REALIZADOS

ANO TALLER, LUGAR, ORGANIZADOR HALLAZGOS Y AVANCES

1964 1 W Durham: Bernard Amos Tipificacion seroidgica de los primeros antigenos HLA.

1965 2 W Leiden. Jon Van Rood Trasplantes. Descubrimiento de los antigenos HLA-A y B.

1967 3 W Turin: Ruggiero Ceppellini Segregacion familiar. Leyes de la herencia familiar.

1970 4 W. Los Angeles: Paul Terasaki Descubrimiento del locus HLA-C.

1973 5 W. Evian: Jean Dausset Genética de poblaciones.

1974 6 W  Arhus Flemming Kissmeyer Cultivo de mezcla de linfocitos (MLC). Antigenos de clase II.

1977 7 W. Owford: Walter Bodmer Genética de HLA clase II. Produccion de anticuerpos monoclonales

1980 8 W. Los Angeles: Paul Terasaki Tipificacion serologica de HLA-DR. Analisis de haplotipos.

_ [soelectroenfoque. Estructura bioquimica.

1984 9 W Munich y Viena: EkkehardAlbert y Wolf Mayr Analisis bioquimico tipificacion de HLA-D con células
homocigotas (HTC). Tecnoldgia del DNA.

1987 10 W Princeton y Nueva York: Bo. Dupont RFLPs. Tipificacion de HLA-DP por PLT. Correlacion estructura-
funcion. Tipificacion por DNA. Investigacion molecular de la
asociacion HLA y enfermedad

1991 11 W Yokohama: Kimiyoshi Tsuji PCR para tipificacion de clase II. Mecanismos moleculares de las
funciones de las asociaciones HLA enfermedad del rechazo y de
trasplantes.

1996 12 W St Malo y Paris: Dominique Charron Genética de Poblaciones. Antropolegia molecular. Tipificacion

molecular de genes clase I. Ivestigacion de mecanismos

moleculares de asociacion.

Tomado de Gorodezky, 1994 (46)




hereditaria y la variabilidad de este sistema genético en los diversos grupos humanos. El 60. Workshop
se enfoco al descubrimiento del locus HLA-D (60). En 1965 se demostré que algunos sitios en las
moléculas equivalen a especificidades publicas, cada una asociada a un antigeno privado. (94). Asi los
Workshops han permitido conocer profundamente al sistema HLA y su gran diversidad. En el cuadro 7
se muestra la evolucion de los "Workshops" o Talleres de Histocompatibilidad y su trascendencia en el

desarrollo del conocimiento del complejo HLA. (46, 94).

2.2 LOCALIZACION Y MAPA GENETICO

El MHC en el humano ocupa una region en el brazo corto del cromosoma 6 conocidas como la region
HLA que codifica para la sintesis de moléculas llamadas antigenos de histocompatibilidad, intimamente
relacionadas, en sus funciones inmunolégicas y su estructura. El nombre de MHC deriva de que sus
productos intervienen como la barrera méas importante para la aceptacion del trasplante alogénico ya que
las diferencias entre sus productos condicionan el rechazo agudo de tejidos. Esta region contiene
ademas a los genes que codifican para la producciéon de algunos componentes del complemento, el
factor de necrosis tumoral y para la enzima 21-hidroxilasa, que se encuentran junto a los genes clasicos
de histocompatibilidad. La region HLA, es una region homologa a la de otros organismos vertebrados
como el raton, el perro y el cerdo entre otras (llamados H-2, DLA y SLA respectivamente). El mapa
genetico del sistema HLA abarca al rededor de 4000 Kb y esta compuesto por diversos genes que se
observan en la figura 1. (9, 46, 109).

Los genes y moléculas del sistema HLA se dividen en tres en base a su estructura y funcion; clase I,
clase Il y clase III. Los genes clase I comprenden a los loci: HLA-A, B, C, (clase I, clasicos) y a HLA-E,
F. G, H, J y X (no clasicos), Los A, B y C, se expresan en forma universal mientras que los no clasicos
se hallan en la interfase materno-fetal y son antigenos de diferenciacion celular. (43, 46). Los de clase 11
abarcan a los genes DR que incluyen a HLA-DRA y de DRBI al DRB9. La region DO contiene a
DQAIL, DQAZ, DOBI, DQB2, DQB3. El locus DP alberga a DPAI, DPA2, DPBIl y DPB2
Adicionalmente se hallan DMA y DMB, DNA, DOB, TAP1, TAP2, LMP2, LMP7, RINGI, RING2,

RING3, RINGS y COLI11A2 De estos se expresan los DR, DQ y DP y los TAPI, TAP2. LMP2.
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[LMP7. DMA y DMB (18, 37, 46, 80). La region de clase III esta constituida por al menos 35 genes
que alcanzan 680 Kb, los cuales gobiernan la sintesis de algunas proteinas del complemento que
intervienen en la activacion de la respuesta inmunoldgica humoral. Incluye a los genes que controlan la
sintesis para los factores C2 y C4 de la via clasica y Bf de la via alterna del complemento. Esta region
también contiene a los genes CYP21A y CYP2IB que codifican para la sintesis de la enzima 21-
hidroxilasa. Entre las regiones de clase I y clase II se encuentran los genes para la sintesis del TNF-a de

la linfotoxina TNF-f y los de la Hsp-70. (9, 72).

2.3 ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MOLECULAS DEL MHC

Ahora se conoce la estructura de las moléculas HLA gracias a la cristalografia de rayos X lo que ha
permitido saber con precision la estructura y las funciones de estas proteinas. Asi, hoy es evidente como
se unen los antigenos HLA al péptido antigénico va procesado y como se expresan sobre la superficie de
las CPAs, como los macrofagos, las células endoteliales y los linfocitos B. El procesamiento y
presentacion del péptido, es un proceso indispensable para la iniciacion de la respuesta inmunolégica
contra los antigenos proteicos, ya que el receptor de los linfocitos T solo puede reconocer péptidos
anclados a la molécula MHC. Por esta razon, el papel de los antigenos HLA es el servir como
mecanismo de restriccion de los linfocitos T para el reconocimiento del antigeno y la induccion de la
respuesta celular especifica. (65, 71, 90). Las moléculas de clase I y II constan de una estructura
tridimensional similar y su caracteristica principal es que ambas presentan un sitio Unico de union al
antigeno, el cual esta formado por una base constituida por una cadena B-plegada v en las paredes. se
encuentran las cadenas a-hélice. Esta es una estructura elegantemente disefiada para llevar a cabo la

funcion de presentar al antigeno al TCR. (96).

a) Moléculas de Clase |
La cristalografia del antigeno A2, permitio conocer en detalle la estructura fina de las moléculas de
clase I. Estas son glicoproteinas polimorficas que se expresan en la membrana de todas las celulas

nucleadas del organismo. Son heterodimeros constituidos por una cadena pesada o de 46 kD codificada
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Figura 1. MAPA DELCOMPLEJO HLA

CLASE Il CLASE Ill CLASE |

LMP.
LMP7 CYP  CYP
21B 21A
TAP1 / TNF
GLO DNA X E J H G F
bp DMB %5 DQ D C4B  C4A AB B C A
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Tomado de Trowsdale y col 1993 (109)
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en el cromosoma 6 y por una cadena ligera de 12 kD llamada -2 microglobulina, codificada en el
cromosoma 15, la cual esta unida a la cadena o por un enlace no covalente, La -2 microglobulina
confiere estabilidad a la molécula de clase 1. (18, 65, 86, 96). La cadena o consiste de 3 dominios
externos llamados a1, a2 y a3, el dominio transmembranal y un dominio intracitoplasmatico Tiene dos
unidades estructurales extracelulares, el sitio distal de la membrana es decir, la region de anclaje al
péptido formado por la intima asociacion de los dominios al y o2 que son polimérficos y la porcion
distal donde se encuentra el dominio a3 que es constante. (65, 86, 96). Las unidades de los dominios a1
y a2 consisten de 4 secciones con una la estructura B-plegada anti-paralela que se unen por la parte final
en la region carboxilo terminal de la a-hélice que consta de 35 aminoacidos. Las 4 secciones de la f3-
plegada de cada dominio forman una plataforma sencilla de 8 bandas, mientras que las a-hélice que la
rodean se encuentran separadas una de la otra. La estructura plegada forma un nicho que mide 25°A de
largo por 10°A de ancho y es el sitio donde se une el péptido antigénico. (96).

EL nicho esta constituido por un material electrodenso, el cual no altera la estructura polipeptidica de
las moléculas HLA Este material, consiste de fragmentos antigénicos que estan dentro del sitio de
anclaje que se co-purifican con las moléculas HLA El péptido que se ancla es de alrededor de 9
aminoacidos. En los antigenos del locus A, el mayor polimorfismo se encuentra agrupado alrededor del
sitio de union al antigeno, en las posiciones del 15 al 17. Ademas, en estas se han encontrado unas
pequenas bolsas (pockets A, B, C. D, E y F) que yacen hajo las a-hélice y que estan en el nicho. De
estas. A, B, D y F son los sitios de anclaje del péptido. Esto apoya la hipétesis de que el polimorfismo ha
sido seleccionado por sus diferencias funcicnales, basado en la capacidad para presentar el péptido a los
linfocitos T. La estructura cristalografica también ha permitido identificar la contribucion de los residuos
de un aminoacido en particuiar a la union del péptido y al contacto con el TCR. Los residuos que se
encuentran en la pared de !a a-hélice, donde se une el péptido, interactiian tanto con el péptido como
con ¢l TCR. Asi los residucs sobre la base de la PB-plegada interactian predominantemente con el
peptido (96). En la figura 2 se observa la estructura de las moléculas de clase [ y clase I1. (63).

La formacion de los heterodimeros de las moléculas clase I se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico

donde capta al peptido y posteriormente la molécula se transporta al aparato de Golgi. donde se dan
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Figura 2. Estructura molecular de los antigenos HLLA clase I y clase 1l

En la figura superior del lado izquierdo se observa la cristalografia del antigeno clase I Los
dominios ol y 2 son las alfa hélice que rodean al piso de la estructura beta plegada, que conforman
el nicho o surco donde se une el péptido. Los nichos de clase | aceptan peptidos de 8 o 9
aminoacidos. En la figura superior del lado derecho, se observa el nicho visto desde arriba con un
peptido de 8 o 9 aminoacidos en forma de espiral

En la figura de la parte inferior izquierda se muestra la cristalogratia del DR1 de clase 1. se
muestran dos moleculas unidas En la ficura de la parte inferior derecha se ilustra el mcho de clase i1
que es mas flexible y acepta peptidos principalmente exogenos de 12 a 22 aminoacidos. (12, 19).

Tomado de Gorodezky, 1995 (48).



modificaciones v ocurre la glicosilacion, seguida por el transporte de las moléculas a la superficie celular
pasando por el reticulo endoplasmico. El proceso de ensamble y transporte es dependiente de ATP y es
un mecanismo endogeno de la restriccion en la presentacion del antigeno por parte de las moleéculas de
clase 1. La union del péptido derivado endogenamente, es decir péptidos que provienen de antigenos
tumorales o virales tiene una importancia vital en el ensamble y el subsecuente transporte de los
heterodimeros a la superficie celular Cuando las moléculas de clase | no se expresan en la membrana
junto con el antigeno, son inestables y se degradan y se internalizan rapidamente. Sin embargo,
sobreviven a bajas temperaturas y pueden estabilizarse al unirse a algin péptido. Las moléculas LMP2 y
LMP7 son las que cortan al antigeno en péptidos de diferentes tamafos cuando el virus o el antigeno
tumoral estan en el citoplasma. Una vez que esto ocurre, las moléculas TAP1 y TAP2 seleccionan y
transportan al péptido hacia el reticulo endoplasmico. Cuando se lleva a cabo el ensamble, tanto ei
péptido antigénico como la P2-microglobulina tienen una configuracion estable. Ademas de la
interaccion del péptido asociado a las moléculas clase I, con el receptor TCR los HLA también
interactian con una molécula accesoria que se encuentra en la membrana del linfocito T. llamada CD8

(6.37, 65, 1),

h) Moléculas de Clase 11

l.os antigenos clase 11 son heterodimeros glicoproteicos que consisten de una cadena ligera llamada 3
de 29 kD y una cadena pesada llamada o de 34 kD. (8, 17, 28) En la region de genes clase 11 la
organizacion entre intrones vy exones dan lugar a la sintesis de las cadenas « v J que corresponden a los
domunios funcionales E! segundo exon contiene la informacion que codifica para la mayona de la
secuencias donde se encuentra el polimorfismo de clase 1I. (8, 9, 37, 71, 96). Estas moleculas se
expresan sobre la superficie de un namero limitado de c€luias, como son los linfocitos B. linfocitos T
cooperadores. monocitos. macrofages v en general sobre todas las CPAs Los antigenos clase Il sirven
come mecanismo de restriccion de la respuesta celular para que los linfocitos Th presenten peptidos
provenientes de antigenos exogenos al macrofago, el cual capta, internaliza y procesa al antigeno

extrano  Fstas proteinas, provenientes de cualquier fuente externa son procesadas v postenormente
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presentadas sobre el clase 1T al TCR de los linfocitos Th, formandose el complejo trimolecular clase 11-
peptido-TCR. Esto induce al linfocito T a proliferar y a cooperar con los linfocitos B para que éstos se
transformen en células plasmaticas y produzcan los anticuerpos especificos contra el antigeno inductor
Por otro lado, los Th participan estimulando a los linfocitos T citotoxicos para que €stos ejerzan una
funcion de citotoxicidad directa contra células tumorales o infectadas por virus, mediante la presentacion
del peptido sobre clase I al TCR de esta célula.(9, 65, 71, 96, 112).

Son glicoproteinas heterodiméricas que se hallan asociadas en forma no covalente. Ambas tienen dos
dominios externos de aproximadamente 90 aminoacidos (] y o2 para la cadena o; Bl y B2 para la
cadena f3), un dominio transmembranal y uno intracitoplasmico de alrededor de 90 aminoéacidos, para
cada cadena La cadena f} tiene dos puentes de disulfuro y es la mas polimoérfica y la o tiene sélo uno
Los estudios de infraestructura del DR1 han demostrado que la estructura es similar a la de los clase I,
aunque el sitio de union al péptido es méas permisivo. (19). Las moléculas DR estan codificadas por la
cadena DRa y el heterodimero puede ser el producto de la union de la cadena o que es constante con la
DRf31 dando lugar a los antigenos DR1 al DR18; con la DRPB3 dando lugar a las variantes DRS2, con la
DRp4 que expresa a las del DR53 o con la DRBS que codifica para los subtipos del DRS1 Los
antigenos DQ son el producto de la union de la cadena DQal con la DQ@1, ambas polimorficas y los
DP son el resultado de la union de la cadena DPal con la DPB1, también ambas con variabilidad, pero
la DPal tiene un polimorfismo limitado y la DPP1 tiene una gran diversidad. El sitio de union al
antigeno, similar al de clase I, formado por la asociacion entre los dominios a1 y B1 y el polimorfismo
alélico se encuentra predominantemente en este sitio. Hay una asociacion muy estrecha entre los
dominios al y Bl y la porcion NH2-terminal, lo cual es necesario para que se lleve a cabo el
apareamiento entre las cadenas para conformar a la molécula de clase I1. El sitio de union al peptido
difiere del de clase I en que las moléculas de clase II tienen una configuracion mas abierta al final de la
molecula, y por lo tanto puede acomodar péptidos mas grandes en su nicho. El tamano del péptido
antigenico puede ser entre 10 y 22 aminoacidos de longitud. La via bioquimica de la presentacion del
antigeno por medio de las moléculas de clase II es diferente a la de clase 1. Se sabe que estas moléculas

se sintetizan en el reticulo endoplasmico, y las cadenas se asocian con una cadena invariante li. que es
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una glicoproteina con un dominio transmembranal y un extremo amino-terminal citoplasmico Hay 3
formas de la cadena Ii con dos extremos diferentes que se expresan como resultado del "splicing" 6
corte alternante de los sitios de iniciacion. Despues de la glicosilacion, las cadenas o y B, se mantienen
unidas a un fragmento de la cadena li llamado CLIP que cubre el surco de unién al peptido con ¢l objeto
de que el clase Il no capte péptidos endogenos dentro del reticulo endoplasmico para que el clase | los
asocie libremente Cuando el clase 11 + CLIP llegan al compartimento endosomal. lugar donde el
procesamiento del antigeno se lleva a cabo, las moléculas DMA y DMB se llevan al CLIP y cargan el
nicho de clase II con el péptido antigénico el cual substituye al fragmento CLIP. Esto indica que la
funcion de la Ii es cuidar a la molecula clase II desde el reticulc endoplasmico hasta que llega al
endosoma en donde el peptido estd ya accesible por su unién al surco clase Il La funcion de las
moléculas DM cuya estructura es muy similar a las moléculas clase II es pues la de transportar péptides
exogenos a las moléculas DR, DP 6 DQ de modo que son los equivalentes de las TAP para los peptidos

endogenos. (65, 80, 90, 96).

¢) Moléculas de Clase 111

Los genes de la region de clase III, como ya se dijo, gobiernan la sintesis de los factores C2 y C4 de
la via clasica y al Bf de la via alterna del complemento Esta region también contiene a los genes
CYP21A y CYP21B que codifican para la sintesis de la enzima 21-hidroxilasa Entre las regiones de
clase I y clase II se encuentran los genes necesarios para la sintesis del TNF-a, de la linfotoxina TNF-f} y

los de la Hsp-70 (9, 72). (Fig 1)

2.4 TOLERANCIA Y AUTOINMUNIDAD
) Discriminacion de lo Propro y lo No Propio

Existen muchas especies animales vy plantas lo cual se debe a la variabilidad genética entre los
orgamismos. Ademads, los miembros de determinada especie tienen un polimorfismo individual
considerable a pesar de su similitud aparente Esta variabilidad genética individual permite la adaptacion

con flexibilidad al medio ambiente. Uno de los miecanismos mas importantes de generacion del

33



ANTIGENOS DEL COMPLEJO HLA HUMANO

HLA-A
Antigeno Alclo
n=20 n=59
Al A*0101-0102
A2 A*0201-0217
A3 A*0301-0302
All A*1101-1102
A23(9) A*2301
A24(9) A*2402-2406
A25(10) A*2501
A26(10) A*2601-2604
A29(19) A*2901-2902
A30(19) A*3001-3005
A31(19) A*31011-31012
A32(19) A*3201
A33(19) A*3301-3303
A34(10) A*3401-3402
A36 A*3601
A43 A*4301
A66(10) A*6601-6602
A6B(28) A*68011-6802
A69(28) A*6901
AT4(19) A*7401

CUADRO 8

HLA-B
Antigeno Alelo
n=43 n=118
B7 B*0701-0705
B8 B*0801-0802
B13 B*1301-1303
B64(14) B*1401
B65(14) B*1402
Bi5 B*1511, 1521-1523, B*1525
B62(15) B*1501, 1504-1508, B*1515, 1520, 1524
B63(15) B*1516-1517
B70 B*1509
B71(70) B*1510, 1518
B72(70) B*1503
B76(15) B*i514, 1519
B77(15) B*1513
B18 B*1801-1802
B27 B*2701-2708
B3S B*3501-3510
B37 B*3701
B38 B*3801-3802
B39 B*3903-3905, 3907, 39011, 39013
B* 39021, 39022, 39061, 3962
B60(40) B*40011
B61(40) B*40012, 4006, 4007
B40 B*4003-4005
B42 B*4201
B44(12) B*4402-4206
B45(12) B*4501
B46 B*4601
B47 B*4701

B48

B*4801-4802

HLA-B
Antigeno Alelo
B49(21) B*4901
B50(21) B*5001
BS51(5) B*5101-5105
B52(5) B*52011-52012
B53 B*5301
B54(22) B*5401
B55(22) B*5501-5502
B56(22) B*5601-5602
B57(17) B*5701-5702
B58(17) B*5801-5802
BS9 B*5901
B67 B*67011-67012
B73 B*7301
B7s B*1502
B78 B*7801
HLA-C
Antigeno Alelo
n=8 n=36
Cwl Cw*0101-0104
Cw2 Cw*0201-0202
Cw3 Cw*0301-0304
Cw4 Cw*0401-0202
Cw5 Cw*0501
Cwob Cw*0601-0602
Cw7 Cw*0701-0703
Cw8 Cw*0801-0803



CUADRO 8
(CONTINUACION)

HLA-DQ

Antigeno
n=

DQs(1)
DQ6(1)
DQ2

DQ7(3)
DQ3(3)
DQ9(3)
DQ4

HLA-DR
Antigeno Alelo
n=17 n=145
DRI DRB1*0101-0104
DR15(2) DRB1*1501-1504
DR16(2) DRB1*1601-1606
DR17(3) DRB1*03011-03012
DR18(3) DRB1*0302-0305
DR4 DRB1*0401-0422
DRI11(5) DRB1*11011-11019
DR12(5) DRB1*01201-12031
DR13(6) DRB1*1301-1319
DR14(6) DRB1*1401-1408
DR7 DRB1*0701
DR8 DRB1*0801-0811
DR9 DRB1*09011-09012
DR10 DRB1*¥1001
DRS1 DRB5*0102-0103, 0201-0203
DR52 DRB3*0101-0301
DRS3 DRB4*01011c, 01

Alelo
n=41

DQA1*0101-0104
DQA1*0201
DQA1*03011-0302
DQA1*0401
DQA1*0501'-0503
DQB1*0501-0504
DQB1*06011-06012, 0602-0609
DQB1*0201-0202
DQB1*0301-0304
DQB1*0302

DQB1*0303
DQB1*0401-0402

Tomado de Bodmer y col., 1994 (14), Bodmer y col., 1995 (15).

HLA-DP
Antigeno Alelo
n=6 n=70
- DPA1*0103-0104
-—-- DPA1*02011-02022
——ee DPA1*0301
- DPA1*0401-0402
DPwl DPB1*¥01011-01012
DPw2 DPB1*0201-0202
DPw3 DPB1*0301
DPw4 DPB1*0401-0402
DPw5 DPB1*0501
DPw6 DPB1*0601



polimorfismo es el intercambio genético continuo entre los individuos de la misma especie durante la
reproduccion, lo cual permite que los genes interindividuales sean reconocides como extrafios. Uno de
estos mecanismos es la discriminacion entre "lo propio” y "lo extrafio" desarrollado cuando hay invasion
de un microorganismo patogeno que es reconocido como extrano y eliminado. Solo en los vertebrados a
excepcion de los cicléstomos, hay mecanismos de discriminacion de lo extrafio mediante el MHC. ya
que este complejo solo esta presente en aquellos. (71).

El sistema HLA en el humano se caracteriza por tener un alto nivel de polimorfismo genético porque
se encargan de regular la respuesta inmunolégica discriminando entre lo propio y lo no propio Los
antigenos (extrafios y propios) son presentados por las moléculas HLA y el complejo HLA-antigeno
extrafo restringe ia formacion de complejos HLA-antigeno propio, para discriminar lo propio de lo que
no lo es. En otras palabras el amigen;a extrafio no puede ser reconocido por el linfocito T a menos que
este asociado a moléculas HLA. Los linfocitos T son un mecanismo celular de defensa contra lo extrafio.
Los genes mutantes que son desventajosos para la sobrevida de la poblacion son eliminados rapidamente
(seleccion natural negativa) y la mayoria de los alelos existentes son el resultado de la llamada seleccion
neutral en la cual no hay ventajas ni desventajas especificas para la supervivencia. Por otro lado, la

seleccion natural positiva, es un proceso mediante el cual ciertas mutaciones predominan en una especie

y confieren una ventaja selectiva, pero €ste fenomeno no es muy comun. Sin embargo, en el MHC este
tipo de seleccion, es muy importante pues existe un alto indice de substituciones de bases de DNA que
conducen a cambios en los aminoacidos y por lo tanto a un gran numero de variantes alélicas. El estudio
del MHC en otros vertebrados indica que hubo un ancestro comun de los alelos del MHC antes de la
divergencia de los vertebrados y la diversidad del MHC ha permanecido a lo largo de la evolucion. En el
cuadroe 8 se muestra el numero de proteinas oficialmente reconocidas y el nimero de variantes
moleculares que se han descrito hasta ahora. como se sefiala en el cuadro, existen |59 antigenos y 494
variantes moleculares lo que convierte al complejo HLA en el sistema mas polimortico que existe (15,

16, 70, 71)
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b) Papel de los Linfocitos T en la Respuesta Inmunologica

EL reconocimiento del antigeno poi parte del linfocito T es determinante para que la respucsta
imnunologica se lleve a cabo. EI TCR es un heterodimero formado de una cadena ot v una cadena .
cada una de 45 kDa aproximadamente que se encuentra sobre la superficie de la gran mayoria de los
linfocitos T y es expresado como parte de un complejo que incluye varias subunidades de la molécula
CD3, formado por 5 cadenas proteicas de soporte v, 8, €, £, L 0 v, 8, £, £, n. (75) Existen dos tipos de
TCR2, el (a) expresado en un 95 % de los linfocitos T y es el que tiene interaccion con las moléculas
HLA y el TCRI (y8) que se presenta sobre subtipos de células T CD4- y CD8", que reconocen a la
proteina de choque térmico propia y bacteriana y que se expresan en el 5 % de los linfocitos que estan
en la circulacion. Los genes del TCR a y ¥ se encuentran en el cromosoma 14 y el TCR B ydenel 7
Tanto el TCR aff como el ¥5 se encal;gan de reconocer al complejo sistema HLA-péptido. Las cadenas
ay P oyyd estan compuestas por una region V y una region C. La region V de la cadena o esta
codificada por los genes V y I, mientras que la region V de la cadena [ esta codificada por los genes V,
J v D. El gran repertorio de reconocimiento antigenico del TCR se debe al rearreglo de cada uno de
estos genes. La region V tiene 3 o 4 regiones hipervariables las cuales forman una region determinante
complementaria que se une al complejo HLA-péptido. Las 5 cadenas proteicas forman una estructura de
apoyo involucradas en senales de transduccion es decir en la transmision de sefales para la activacion de
los linfocitos T Después de que ias cadenas alfa y beta del TCR se unen al complejo HLA-peptido las
moléculas CD4 del Th y CD8 Tc asocian a la region constante de las moléculas HLA para reforzar la
union del complejo  trimolecular (TCR-HLA-péptido) y facilitar las sefales de transduccion
Adicionalmenie se forman dos ligandos que reforzan la union trimolecular. una es la union de la
muolécula-1 (ICAM-1) con su hgando LFA-1 (funcion del linfocito asociada al antigeno-1) y el otro es
con el LFA-3. LFA-2. con ¢l CD2. quienes facilitan la adhesion celular la CPA con el linfocito T. Las
enzimas tirosin cinasa como Iz fek v fim son muy importantes en la acuvacion de la funcion del TCR.
Estas enzimas fosforilan substratos intracelulares asi como proteinas de membrana (especialmente la
cadena () y son senales importantes de transduccion durante la activacion del hinfocito T Despues de

gue el TCR reconoce al complejo MHC-antigeno. s¢ destostortlan las tirosin cinasas fek v fin v se



activan por la fosfatasa tirosina CD45. Después fosforilan a muchos substratos celulares que son
mediadores de sefiales de transduccion. Esto da como resultado la degradacion del fosfatidilinositol y la
activacion de la proteina cinasa. La activacioén de los linfocitos Tc requiere de la participacion del
complejo trimolecular HLA-clase I-péptido presentado por las CPAs. Durante la presentacion del
antigeno, mediada por clase II, se aciivan los linfocitos Tc lo cual induce la expresion del receptor para
la 11-2 (Interleucina 2) sobre estas células. Sin embargo, para que un linfocito Te madure y crezca, se
requiere que el linfocito T reconozca al complejo HLA-péptido. Los precursores de los linfocitos Tc son
estimulados en la presencia de la Il-2, para diferenciarse a un linfocito Tc maduro con actividad asesina
que mata a la célula blanco inyectandole perforina la cual es citotoxica en presencia de iones de calcio.
Existen dos subgrupos de células Th llamadas Thl y Th2; el primer subgrupo producen II-2 e INF-y a

traves de transduccion mediada por las proteinas cinasas. (71).

¢ ) Induccion de Tolerancia

El organismo posee un sistema inmunologico muy sofisticado que se encarga de eliminar a casi todos
los antigenos extranos, sugiriendo la interrogante de como se logra la no respuesta frente a los antigenos
propios. El timo es el organo central encargado de establecer la tolerancia hacia lo propio. Aln cuando
algunos autores sugieren que todos los autoantigenos del organismo estan presentes en el timo o puede
llegar al timo desde otros tejidos a través de la circulacion. Hoy dia se sabe que la tolerancia
inmunologica hacia un autoantigeno que no se presenta en el timo, es inducida en otros tejidos, por lo
que la tolerancia hacia lo propio es controlada tanto por el timo como por el sistema periférico Las
enfermedades autoinmunes se pueden definir como el reconocimiento de autoantigenos como resultado
de una falla en el establecimiento de la tolerancia hacia lo propio. Existen varias hipotesis de porqué se

dan estos mecanismos que incluyen a las siguientes:

I - Seleccion Clonal
La teonia se basa en que los precursores de los linfocitos T producidos en la medula osea, viajan por la

circulacion hacia el timo. Estas células precursoras (CD3), son inicialmente CD4-, CD8"_ para después



diferenciarse a un estadio de dobles positivas, CD4™. CD8™y posteriormente terminar en una celula T
madura, CD4" CD8- 0 CD4- CD8". Esto ocurre por seleccion negativa y positiva en asociacion con la
expresion de las cadenas ct y B del TCR. Por lo tanto, después de que los linfocitos T con un TCR
totalmente complementario para los autoantigenos y aquellos que no tienen afinidad alguna con ellos son
eliminados (por seleccion negativa o delecion clonal) solo queda el repertorio clonal de los linfocitos T
que sean complementarios con baja afinidad al autoantigeno o los TCR con especificidades para lo
extrafio los cuales se seleccionan y expanden. Esto recibe el nombre de seleccion positiva. Este modelo
sugiere que los linfocitos T reconocen a las moléculas HLA asociadas al antigeno exiraiio. Por ejemplo
reconocen a los marcadores propios que han sufrido alguna pequena aiteracion debido a la union con
péptidos antigénicos extrafios que tienen estructuras comunes. Esta hipotesis se conoce como el
reconocimiento de "lo propio alterado” Este mecanismo se ha propuesto como una hipdtesis
fundamental la cual tomo en cuenta a la interaccion entre las moléculas HLA v las células T Las células
que presentan autoantigenos junto con las moléculas HLA en el timo se vuelven tolerantes a lo propio y
probablemente son timocitos y células precursoras El repertorio clonal de los linfocitos T difiere en
cada individuo, es decir, que el repertorio de T que es seleccionado por la presentacion de fragmentos
peptidicos diversos, derivados de la digestion de las proteinas intracelulares propias que se unen a los
alelos HLA particulares de cada sujeto, dando como resultado un espectro completamente diferente de
repertorios de linfocitos T de un individuo a otro, debido a la presentacion de peptidos diversos

asociados a los alelos HLA distintos que porta cada quien. (71).

2 - Anergia Clonal

Este mecanismo ocurre cuando existe una clona de linfocitos T con especificidad contra un
autoantigeno determinado pues tiene una falla en la induccion de la respuesta inmunologica debido a
alguna distuncion  Esto significa que ciertas clonas de linfocitos T no proliferan en respuesta a las
senales derivadas del TCR o a los mecanismos de regulacion, aunque son capaces de responder a la [1-2
cuando esta se administra exogenamente Un raton transgénico, puede permanecer libre de padecer

cualquier enfermedad autoinmune si se le introducen anugenos HLA alogeénicos. Se pueden encontrar
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linfocitos T con algunas familias v especificas de las cadenas B con especificidad en contra de estos
aloantigenos MHC pero no hay respuesta inmunologica contra ellos. La eliminacion de senales del TCR,
mediante el uso de anticuerpos anti-interleucina y anti-CD4 induce la anergia de las clonas de los
linfocitos T que debian haber sido ya sea activadas o eliminadas, lo cual indica que los cambios
cuantitativos y cualitativos de estas sefiales alteran la estimulacion de los linfocitos T desde la activacion
hasta la anergia clonal. Los linfocitos T, no responden si se agregan monoclonales anti-T sélo si el
antigeno es presentado por una CPA como las células epiteliales del timo o las células pancreaticas. Esto
indica que cuando la presentacion es inadecuada, la consecuencia es la anergia clonal. La activacion de
la célula T también requiere generalmente de la presencia de sefiales coestimuladoras La presentacion
del antigeno sin estas llamadas "segundas sefiales” origina una no respuesta La interaccion entre las
moléculas BB-I/B7. que se expresan en las CPAs y el CD28 que se hayan sobre los linfocitos T son ésta
segunda sefial de coestimulacion. El ligando BB-I/B7-CD28 estimula importantemente la produccion de
1l-2 despues de su union. Este mecanismo de anergia se presenta tanto en el timo como en la periferia.

La li-1 es un buen coestimulador de las células Th2. pero no tiene relacion con la anergia clonal (71)

3.- Supresion por los Linfocitos T

LLos linfocitos T con funcion supresora son diferentes de los Th y de los Tc ya que su funcion es inhibir
la fase de activacion de la respuesta especifica. Las células Th que ejercen supresion 6 Th2 son inducidas
por las mismas condiciones que inducen la anergia clonal de los linfocitos 6 por una alta concentracion
de antigenos proteicos o de haptenos quimicamente reactivos administrados sin adyuvantes o inyectados
intravenosamente. Estas condiciones de inmunizacion favorecen la interaccion directa del antigeno con
ios linfocitos sin la participacicn de las CPAs, reconociendo de este modo los linfocitos Th2 al antigeno
en ausencia de las moléculas MHC. En la mayoria de los sistemas experimentales las células que inhiben
la respuesta inmunologica son CD8" cuyo crecimiento y desarrollo depende de las células CD4% En el
raton y en el humano, diferentes poblaciones de linfocitos Th2 son especificos para antigenos como las
proteinas o los haptenos, o para un determinante idiotipico de los receptores de los linfocitos o de los

anticuerpos Se desconoce aiin el papel del MHC en el desarrollo y activacion de los linfocitos Th2. pero
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el reconocimiento del antigeno por parte de estos linfocitos no se encuentra restringido por el MHC, a
diferencia de lo que sucede con la mayoria de otros linfocitos T maduros. Los linfocitos Th2 de un
individuo pueden inhibir la activacion de los linfocitos T con un HLA diferente de otro individuo. Estos
linfocitos T pueden producir un exceso de citocinas con funcion inhibidora y la naturaleza y magnitud de
la respuesta estd determinada por la produccion de estas citocinas, como es el caso del factor
transformador del crecimiento B (FTC-B), que es un inhibidor potente de la proliferacion de los

linfocitos T y B. (1).

2.5 HERENCIA Y POLIMORFISMO

El MHC se hereda de acuerdo a la primera ley de Mendel, es decir en forma codominante y en bloques
de haplotipos completos. La ﬁ'ecuené:ia de recombinacion es muy baja debido a que los loci estan muy
cerca entre si. Los descendientes heredan un haplotipo proveniente de uno del los cromosomas maternos
v uno que viene de uno los cromosomas paternos, conformando el genotipo que lleva la informacion
genética de los progenitores. Cada individuo expresa al menos 12 antigenos HLA en su genotipo, de los
cuales 6 vienen del haplotipo materno y 6 del paterno. Cada cromosoma contiene un antigeno del locus
A, uno del B, uno del C, al menos uno del DR, uno del DQ y un DP. Una de las caracteristicas mas
importantes del complejo HLA es que existen ciertos antigenos que tienden a encontrarse juntos en un
mismo individuo, mas de lo esperado, fenémeno que se conoce como "desequilibrio de enlace” 0 A Este
desequilibrio de enlace probablemente confiere una ventaja selectiva a la especie humana pues cualquier
antigeno del locus A deberia tener las mismas oportunidades de encontrarse en el mismo individuo con
cualquier antigeno de otras regiones. Sin embargo, en la practica hay ciertas combinaciones que existen
mas de lo que se espera teoricamente  Algunos ejemplos son los haplotipos Al, B8, Cw7, DR17, DRS2,
DQ2 o el A3, B7, Cw7, DRIS, DRSI, DQG,‘ combinaciones preferenciales que ocurren en las
poblaciones humanas mucho mas de lo que se espera de acuerdo a la ley de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Por ejemplo, la frecuencia del A1-B8 debiera ser el resultado de multiplicar la frecuencia de
Al por la del B8 con lo que se obtendria la frecuencia teorica del haplotipo; sin embargo al contar

cuantos sujetos Al que tambien son B8, esta es mucho mayvor, por lo tanto ésta combinacion esta en
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desequilibrio de enlace. Se le atribuyen ventajas selectivas a este mecanismo, pues posiblemente estas
combinaciones fueron seleccionadas a lo largo de la evolucion en ciertos nichos ecologicos donde el
tenerlas permitia un reconocimiento adecuado y por lo tanto la induccion especifica de la respuesta
inmunologica contra los patogenos de su medio ambiente. (9, 40, 44).

Otra caracteristica particular del sistema HLA es su extraordinario polimorfismo, ya que el nimero de
genes y alelos presentes en el humano es enorme. Hasta ahora se han identificado 494 genes, de los
cuales, 221 pertenecen a las moléculas de clase I, 59 en el locus A, 118 en el locus B, 36 en el C; el
locus E consta de 4 alelos y el locus G de 4 alelos. De las moléculas clase 1I se conocen 272 alelos, de
los cuales 145 pertenecen al locus DR, 41 al locus DQ, 70 al locus DP, 4 al locus DMA, 4 al locus
DMB, S al locus TAP1 y 4 al locus TAP2. Esto muestra que las poblaciones humanas tienen una gran
variabilidad de frecuencias antigénicas, y que cada grupo humano es distinto a otro. (15, 16).

El MHC constituye una herramienta de enorme valor en la genética de poblaciones para el
conocimiento de variantes alélicas nuevas en las tribus del mundo y es extraordinariamente qtil para
trazar rutas de las migraciones humanas que se han dado a lo largo del tiempo. Desde el punto de vista
epidemiologico se pueden identificar genes Ir 6 Is que puedan haber conferido una ventaja selectiva a las
diferentes poblaciones en sus diversos nichos ecologicos. Por ejemplo, se conoce la participacion de
genes HLA en algunas enfermedades como la lepra, la tuberculosis, la alergia y la esquistosomiasis en
diversos grupos indigenas. (40, 42). En México existe un gran nimero de etnias en las que se ha
demostrado la presencia de antigenos HLA nuevos y otros que son marcadores caracteristicos de
individuos mexicanos aunque son obvios los genes mongoloides. Los antigenos de clase 1 mas
frecuentes son similares a los de algunos grupos indigenas de Latinoamérica. Los mas frecuentes son el
A2, A24 A31, A32, A33; BSI1, Bo2, B39, B60, B61 y B35, Cw3, Cw4 y Cw7 De los alelos clase I1
sobresalen los DR15, DR7, DR4 y DR8 en mexicanos. (22, 41, 44).

Otra de las caractenisticas relevantes del MHC, es su papel central en la susceptibilidad y resistencia a
un gran namero de enfermedades que son poligénicas y multifactoriales. Hoy se conocen mas de 500
cntidades clinicas asociadas a estos genes, por lo que el complejo HLA es el sistema de eleccion para

estudiar enfermedades con fondo genético. (43, 107, 108).
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26 EI. MHC Y ILAS ENFERMEDADES

Los marcadores HLA han permitido la caracterizacion genética de algunas entidades clinicas
heterogeneas y la descripcion de factores genéticos de susceptibilidad y de resistencia que intervienen en
la etiopatogénia de una gran variedad de enfermedades. EIl MHC confiere susceptibilidad y/c proteccion
a muchas enfermedades tanto autoinmunes como cronico-degenerativas ¢ infecciosas  Las
investigaciones sobre la capacidad de las moléculas HLA para presentar a los péptidos de los antigenos
propios, han demostrado, que la presentacion depende de la estructura polimorfica y de la region
variable de las moléculas HLA. Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos de los genes y antigenos
HLA muestran la importancia de la participacion de los residuos polimorficos en la susceptibilidad o
resistencia para desarrollar las enfermedades asociadas a HLA. (33). Estos hallazgos han originado
grandes expectativas en la bl.'lsqueaa del origen del tratamiento genético y la naturaleza de los
mecanismos de las asociaciones observadas. (6, 42, 43, 88, 100, 108, 107, 110)

Las enfermedades con fondo HLA pueden clasificarse en: 1) enfermedades asociadas' o ligadas a las
moléculas clase 1, es deci antigenos HLA-A, B o (. 2) enfermedades asociadas a clase Il, 3)
enfermedades que dependen de las moléculas clase 111, es decir de ciertos factores del complemento ¢ de
otros genes HLA que estan dentro del MHC y 4) enfermedades unigénicas como la hiperplasia
suprarrenal congénita que se debe a la delecion de una secuencia de un solo gen o las deficiencias de C2
o C4 que se deben a alteraciones en esos genes. (42, 64. 107, 108). Las enfermedades relacionadas a las
moléculas de clase 1 se ejemplifican con el grupo de las artropatias seronegativas. con participacion
intensa del B27. ¢l cual se presenta en el 90% de los pacientes caucasoides con EA en comparacion con
la poblacion sana que solo tiene alrededor del 10% (100, 107. 108) En mexicanos en cambio. aunque la
asociacion también es muy intensa la frecuencia del B27 es menor que en caucasvides (69 % vs 5 % en
testigos). En la EA vy el sindrome de Reiter ha demostrado que ambos son precedidos muchas veces por
episodios discretos de infecciones intestinales por Salmonella. Shigella, Yersuna o Klebsiella. Estos
hallazgos han sugerido como posible mecanismo de asociacion al mimetismo molecular. Es posible que
al instalarse la bacteria en el organismo de individuos B27+, el sistema inmunolbgico monte una

respuesta poco eficiente contra ¢l patogeno debido a que subtipos del antigeno B27 v la nitrogenasa de
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Klebsiella preumaoiniae comparten 6 residuos de aminoacidos. Esto da como resultado el "mimetismo
molecular" y el proceso inflamatorio que desencadena la enfermedad. (43). El analisis molecular ha
demostrado que los 8 subtipos del B27, se hallan asociados a la EA y especialmente *2705 y *2702
como lo demostro el grupo de Gorodezky para mexicanos y otros para otros grupos étnicos, lo que
indica que las secuencias conservadas del B27 son los que se asocian al péptido artritogénico. (35, 62,
66, 108).

Los padecimientos autoinmunes tienen un patrén genético muy especial, lo cual ha dado lugar en afios
recientes a una investigacion profunda de la genética de enfermedades mediadas por los linfocitos T,
como la diabetes mellitus tipo | que se caracteriza por una destruccion progresiva de las células del
pancreas encargadas de la sintesis de insulina. Esta enfermedad se encuentra ligada a los antigenos DR3
v DR4, que contribuyen importantemente a la expresion de la enfermedad mientras que el DR2 confiere
proteccion. (74, 88, 110). En mexicanos también es indudable la participacion de DR3, DR4, DQ8 y
DR17, DQ2. (43). Otro grupo de enfermedades de tipo autoinmune incluye entre otras a la dermatitis
herpetiforme que se asocia al DR3, la AR que se asocia al DR4. En cambio la tiroiditis de Hashimoto y
la enfermedad de Graves se asocian fuertemente al antigeno DRS, mientras que el DR8 se relaciona con
la artritis reumatoide juvenil. (43, 74, 75, 107, 108). Una de las enfermedades infecciosas ligadas a las
moleculas de clase II es la lepra, donde participan marcadores de la region DR y DQ en la expresion de
los dos polos de lepra, la lepra lepromatosa esta ligada al DQ1 vy la tuberculoide al DR3. (33, 36) En la
tuberculosis pulmonar hay una clara participacion de clase II, y en mexicanos el grupo de Gorodezky
demostro que en la forma severa de la enfermedad existe un gen de susceptibilidad ligado a DR2 y uno
de proteccion ligado a DR11. (8)

Otro tipo de enfermedades asociadas al MHC, es la enfermedad de Behget, que se caracteriza por ser
un desorden inflamatorio multisistémico que afecta a varios 6rganos, pero su principal caracteristica son
las lesiones oculares como la dociclitis v la corioretinitis asi como tilceras orales. lesiones en la piel y
ulceras genitales. Esta se asocia intensamente al antigeno BS51 que controla directamente la
predisposicion a la enfermedad causando hiper o hipoactividad de la respuesta inmunoldgica durante la

presentacion del peptido antigénico a los linfocitos Te. La susceptibilidad depende de la asparagina en la
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posicion 63 v/o fenilalanina en la posicion 67 de la tercera region hipervaniable de la cadena « del BS1
las cuales se encargan de regular la respuesta inmunolégica y ademas constituyen una region crucial de
los * pockets™ o bolsas del locus HLA-B, sitio importante para la union y anclaje del péptido aniigénico
extrafo (71) Otra de las enfermedades con asociacidon al MIIC es ¢l modelo experimental para la
DMDT del ratén NOD, en ! que hay destruccion temprana de las células P Jel pancicas. El gen que
confiere susceptibilidad en cl ratén cs el [-ABNOD acompaiiado por un gen normal el I-Aa? Tl
polinéptide codificade por los genes de ABNOP no ticne acido aspartico en la posicion 57 de la cadena
TA En el humano hay también ausencia de acido aspartico en esia posicion homologa de la cadena
DQBI, que confiere susceptibilidad a 1a DMDI del hombre. Hay evidencias que sugieren que tanio el
tener genes AbNOD como expresar el antigeno H-2E contribuyen al desarrolio de 1a DMDI en ¢l raton.
La susceptibilidad en el ratén NOD puedc atenuarse o ser eliminada introduciendo transgenes con acido
aspartico en H-2A. Utilizando una molécula H-2A¥ con una serina en lugar de un acido aspartico en la
posicién 57 un H-2A con prolina en lugar de histidina cn la posicién 56 de la cadena B. La cadena de
ADMP es la unica que tiene histidina en la posicion 57, lo que modifica la cadena A confiriendo
proteccion. Esto demuestra que la participacion del polimorfismo en la posicion 57 en DQ y en las
cadenas M1-2A de las moléculas no basta para la eapiesion Je la DMDL la-%}. En el humano esta
claramente demostrado que participan 2 genes clase I DRBI (pos 57 y 74), DQAI (pos 52) y DQBI
{pos 57) y que a! identificarlas s¢ puede sefialar a los individuos genéticamente en riesgo hasta i un
90%. (48)

En ¢l hombre existen alrededor de 40 enfermedades originadas por un proceso autoimnune gue
afectan al 5% de la poblacién A pesar de que son enfermedades que pueden variar en sus
manifestaciones, resultan de mecanismos inmunologicos y existe la probabilidad de que sean tratadas
con intervencion inmuno-especifica y que en el futuro se puedan predecir. Hay una probabilidad alta de
que los alelos de clase 11 sean los verdaderos genes de susceptibilidad en estas enfermedades pues casi,
todas ellas se asocian a las moléculas de clase I1. Algunas otras enfermedades se asocian a las moléculas
de clase 1 como el linfoma de Hodkings asociado a un grupo de antigenos con reactividad cruzada:

HLA-BS, B35, BIS y BI8. La leucemia linfoblastica aguda con HLA-A2 vy la EA con ¢l B27. Sin
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embargo. existen individuos sanos con el haplotipo 6 alelo asociado a la enfermedad. lo cual parece
indicar que el factor ambiental también es importante. Por ejemplo, el 32% de los pacientes caucasoides
con AR no tienen el DR4, el 49% de los pacientes de con EM no tienen DR2 y el 52% de los pacientes
con psoriasis no tienen DR7 Ademas cada enfermedad se manifiesta de medo distinto cn cuanto a la
edad. el sexo 6 la evolucion Fn alpunos casos, la susceptibilidad depende de epitopes compantidos de
moléculas presentes en diferentes clase 1. También se sabe que la mayoria de las enfermedades
autoinmunes son poligénicas v multifactoriales, v que per lo tanto, los gencs HLA constituyen uno de
los factores de susceptihilidad. Probablemente existan otros genes distintos a HLA o genes que se
encuentren en desequilibrio de enlace con el sistema HLA. (56).

Se han implicado algunos virus en la expresion de la autoinmunidad en la DMDI, se ha sugerido la
infeccion con algunos virus como, el Coxsackie, la rubéola y citomegalovirus. En ésta cnférmedad hay
infiltracion de células T, B y células inflamatorias y la expresion de las moléculas de clase Il en las
celulas del pancreas originando la antorrespuesta de T v 12 autorrespuesta y la aberrante produccion Jde

autoanticuerpos. (56).

3. MARCADORES GENETICOS INVOLUCRADCS EN EL LED

El LED ha mostradn ser desde muy al inicio de su descripcion una enfermedad con un componente
hereditario importante pues del 17 al 3% de los familiares de pacientes con lupus desarrollan ld
enfermedad, en comparacion con un 0.2% a un 0.3% en personas no relacionadas. En gemelos
monocigoticos hay una alta concordancia y el riesgo de padecer la enfermedad es de! 24 al 69%,.
comparado con gemelos dicigoticos que es del 2 al 9%. Sin embargo. se ha visto que el LED peligénico
v los genes que contribuyen estan principalmente relacionados con el sistema inmunologico. (6)

En la biisqueda de marcadores genéticos, desde 1974 se describid asociacion con ciertos antigenos del
MHC Entonces se postulo la participacion BS en negros, del BS en caucasoides, del B13 y B17 en lran
del B40 en mexicanos americanos, en negros americanos se encontré incrementado el Al. (107). Sin
embargo, muy pronto fue evidente que los verdaderos genes de susceptibilidad se localizan en la region

de clase IT El DR2 y DR3 se hallan francamente asociades en negros americanos y el riesgo relativo del
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PR <e debe a que el BR esta en desequilibrio de enlace con el DR2 En japoneses en cumbio se encontro
incrementado ¢l DR4. (107)

Ademas se confirmé la presencia de deficiencias hereditarias de algunos compenentes del sistema de
somplemente (U2 v C4) También hay cvidencias de la participacién de otres genes como son los del

TCR, los de las inmunoglobulinas, citocinas, etc. Es importante hacer notar la diversidad fas

(2

¥

enformedades zutoinmunes, la presencia de autcanticuerpos distintos. asi como anormalidades de 1
linfocitos T y B que se encuentran en los pacientes con LED y en sus familiares. Mas aan, otras
entermedades autoinmunes comparten con el LED los mismos marcadores geneticos. Adicicnalmente
los estudios con parientes de lupus han demostrado que ei sistema HLA v las deficiencias geneticas del
complemento no siempre segregan junto con ia enfermedad o con las anormaiidades inmunologicas,
probablemente porque existe otros defectos en la inmunorregulacion ya sea a nivel genético o ambiental
que desencadenan el padecimiento La enfermedad es poligénica y probablemente tiene ur patrén de
herencia dominante con penetrancia incompleta. La complejidad genética de! LED se incrementa con la
heterogeneidad serolégica lo que ha estimulado el analisis de la relacién entre la clinica la genctica v los

autoanticuerpos, que se traducen en diferentes subtipos clinicos de la enfermedad. (6) A continuacion se

desciiben brevemente los marcadores geneticos descritos hasta ahora (6. 34)

3.1 EL. RECEPTOR DE T

No existe una asociacion definitiva de los genes del TCR al LED pero se ha descrito un defecte en lox
uenes TCR 8 enel ratén NZW En humanos es distinto. a!gunes auteres informan un incremento de una
banda TCRuPyrl en los cenes de vo en caucasoides pero no en mexicano-amertcanos Frank y col,
ervontraron la combinacion de las bandas vBBg/ y vBXpnl elevados en los pacientes con LED que

tienen anticuerpos anti-Ro comparade con tos que son anti-Re negatives. (6. 34)

3.2 LAS INMUNOGLOBULINAS
Los genes de las immunoglobulinas también parecen contribuir al desarrollo de la enfermedad Se han

descrito asociaciones con los alotipos de la cadena pesada (Gm) de la 1gG vy en algunos casos con los de



la cadena ligera kappa (Km). Las regioncs hipervariables de las inmunoglobulinas juegan un papel
importante en la susceptibilidad pues se han identificado idiotipos con reacciones cruzadas con los
anticuerpos anti-DNA tanto en sus pacicntes como en sus familiares. ! idiotipo IdGN2 estd presente on
¢l sucro de los pacicates, que ticnen neffitis y lesiones glomerulares, sin correlacidn con los artigenos de
clasc I1. En cstudics recieates sc encontrd una delecién homocigdtica en el gen Hum hu, el cual codifica
para el factor reumatoide en ¢! 20% de los pacientes enfermos contra el 2% en les sujetos sanos. En el
futuro proximo sc tendran datos mas certeros scbre la genética de las inmunoglobulinas ya que se

conocen bien los autoanticuerpos especificos. (6, 34).

3.3 EL SISTEMA DE COMPLEMENTO

Los defectos gencticos del sistema del complemento. especialmente los que resultan de deficiencias
completas de componentes de la via clasica, son el ejemplo mas preciso de predisposicion genetica a las
enfermedades autoinmunes parecidas al LED. Las deficiencias homocigéticas de Cl, C4 y C2
contribuyen directamente a la expresion del LED, pero también existen deficiencias de otros
componentes como al inhibidor de C1 y C3 y de componentes terminales como CS-C9. Las deficiencias
del complemento son defectos genéticos raros ya que muy pocos pacientes con LED las presentan
ademas de que tienen manifestaciones clinicas atipicas. Los elementos del complemento juegan un papel
importante en la formacion de los complejos inmunes que contienen inmunoglobulinas del tipo 1gG o

1gM los cuales activan la via clasica iniciando con la unidn de Clg seguida de Clry Cls, C4, C2 y

terminando con C3b. Los agregados inmunc!égicos contienen C3b unido al receptor de los eritrocitos
CRI(C3b/C4b). que ¢! macréfago climina antes de que se depositen ¢n drgancs muy vascularizados
como ¢l higado o ¢l pulmdn. La deficiencia de cualquiera dc los componentcs del sistemz de
complemento permite la formacion de complejos inmunes solubles dafiines que si no se eliminan se
deposiian en el nterior de los vasos o en los tejidos. En el primer caso propician la coagulacion
intravascular. Desafortunadamente, no se ha logrado precisar la ctiologia de la enfermedad para saber si
estos defectos ocurren debido a un virus que actGa come agente iniciador o a defectos en los

mecanisinos de inmunorregulacion. (6, 34, 67).



a) Deficiencius de Clyg, Cisy Clr

El Clq asociado a Cls y Clr que son derivados del primer componente Cl, estan constituidos por
genes localizados en el cromosoma 1p que codifican para las cadenas Clq A, B, v C. En el mismo
cromosoma pero lejos del loci Clq, se encuentran los genes reguladores de la activacion del
complemento (RCA), incluyendo a CR1, CR2, la proteina de union del C4, el factor del decaimiento de
la aceleracion (DAF), el cofactor de membrana v el factor H. Las bases moleculares de la deficiencias de
Clq se definieron en un paciente con una mutacion puntual en el residuo 150 de la cadena 3 que parece
ser un codon de terminacion. Hay pocos pacientes con deficiencia de Clg, aunque los que la tienen
presentan eritema malar, fotosensibilidad, glomerulonefritis con deposito de comiplejos inmunes,
anticuerpos anti-Ro y ANA en menor proporcion. (6, 67). ‘

Los genes que codifican para Cls y Cir se encuentran en el cromosoma 12 y las deficiencias aparecen
juntas pero todavia no se han logrado determinar las bases moleculares de dichas deficiencias. Dentro de
las manifestaciones que se relacionan con ecllas se encuentra la fotosensibilidad v la glomerulonefritis, y

en menor proporcion la presencia de anticuerpos anti-Sm. (6, 67).

b) Deficiencias de (4

Los genes que codifican para el componente C4 se encuentran en el cromosoma 6. C4 contiene los
loci C4A y C4B, con un alto grado de polimorfismo. Entre C4A v C4B hay 12 aminoacidos diferentes,
la mitad de los cuales se encuentran alrededor de la union de un ticesier. C4A difiere funcionalmente de
C48 en su avidez para unirse a grupos amino, tal es el caso de la union a complejos inmunes, mientras
que C4B muestra mavor preferencia por los grupos carboxilo. como los que se encuentran en los
eritrocitos  Las deficiencias heterocigoticas tanto de C4A como de C4B (alelos C4A o C4B nulos, o
C4A0Q0 o C4B*QO0O) son comunes en la pobléci()n normal, con una frecuencia del 18% v 15%
respectivamente  sobre todo cuando segreea con la enzima 21-OHA el haplotipo HLA-BS. DR3 S
embargo, ¢s raro encontrar los alelos nulos de C4A y C4B juntos en el mismo haplotipe. La deficiencia
total de C4 es muy rara, pues se requiere de una disfuncion o de la presencia de alelos nulos, va sea C4A

o C4B En el caso de los heterocigotos. las deficiencias son menores En mdividuos con alelos C4A



nulos sin delecion, las mutaciones puntuales son causa frecuente de secuencias no codificadoras de
alelos C4A generados probablemente por conversion de genes con C4B Cuando hay deficiencia total de
C4. puede haber una gran variedad de defectos moleculares que ocasionan disfuncion de los genes de
C4A y C4B. La deficiencia de C4 y la pérdida o disminucion de sus niveles normales parecen
predisponer al LED. (6). La deficiencia se asocia a la presencia de glomerulonefritis, anticuerpos anti-
DNA y anti-Ro. Las deficiencias homocigéticas de C4A se presentan de un 10 a un 15% de los
pacientes y en un 0-2% en los sanos. Inicialmente no estaba claro, si el alelo C4A nulo predispone "per
se" O porque se encuentra en desequilibrio de enlace con los genes HLA B8 y DR3. Posteriormente se
encontro ésta deficiencia en otros haplotipos de varios grupos etnicos como en los negros americanos,
japoneses, chinos y mexicanos. Por lo tanto, el alelo C4A nulo si confiere cierto riesgo al LED. pero la
participacion del C4B nulo no es clara, El haplotipo con delecion es el HLA-A1, B8, DR3, C4AQ*0,
C4B1, C2-1, BfS. Ei C4A6 es poco comun pero participa en ia activacion de la C3 convertasa. Esta
anormalidad se debe a la substitucion de una arginina por un triptofano en la posicion 458 de la cadena p

de C4AG. (6, 114, 117).

¢) Deficiencia de (C2

El gen que codifica para la proteina C2 también se encuentra en la region MHC de clase 111, cerca de
los genes para el factor B, con el cual comparte cierta homologia. C2 no es muy polimortico vy el alelo
mas comin es el C2 nulo (C2*QO), que segrega en el haplotipo HLA-A25, B18, DR2 A nivel
molecular existe un defecto en la pretraduccion, lo cual impide la sintesis de C2. Existen deficiencias
homocigoticas de C2 se presentan de un 0.0025% a un 0.01% en la pobiacion normal, y deficiencias
heterocigoticas de un 1-2%. Arnett v col. no encontraron ninguna deficiencia homocigdtica, pero si
heterocigotica, en un 6% de lapicos. Cuando hay deficiencias homocigoticas de C2, asociada a un
sindrome cutaneo dominante. la nefiitis es poco frecuente, mientras que los anticuerpos anti-Ro se
encuentran en un 70% de los pacientes (6, 117). En el cuadro 9 se muestran las deficiencias de algunos

clementos del sistema de complemento relacionados con el LED.
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CUADRO 9
DEFICIENCIAS DEL COMPLEMENTO ASOCIADOS A SINDROMES LUPICOS

COMPONENTE DEL LOCALIZACION RIESGO

COMPLEMENTO CROMOSOMICA RELATIVO
Clq Ip Alto
Clr-Cls 12p Alto
C4 total 6q (MHC) Alto
C4A nulo homocigoético 6q (MHC) Alto
C4A nulo heterocigético 6q (MHC) Moderado
C2 nulo homocigético 6q (MHC) Moderado
C2 nulo heterocigotico 6q (MHC) Bajo

Tomado de Arnett, 1992 (6).



d) Factor de Necrosis Tumoral
Los genes del TNF o y B se encuentran en la region de clase I1T del sistema MHC. En el LED existen
niveles bajos de TNF asociados al gen TNFa en desequilibrio de enlace con los genes HLA-DR2, DQI,

mientras que los altos niveles se relacionan con el haplotipos HLLA-DR3 y DR4 (6)

3.4 PARTICIPACION DEL MHC

La primera asociacion descrita del LED con un marcador HLA, fue con el B8 y se informo en 1971
Recientemente se determiné que el DR2 y DR3 estan involucrados. (6). Bias y col. realizaron un estudio
comparativo en 11 grupos étnicos: negros, mexicanos y caucasoides de E.U A , caucasoides del Reino
Unido, caribefios, indues asiaticos, italianos, griegos, japoneses, chinos y taiwaneses, que hacen un total
de 336 pacientes. Se incluyeron caracteristicas demograficas, manifestaciones clinicas y perfil de
autoanticuerpos. El resultado de este estudio demostro que el LED es una enfermedad muy
heterogénea, y que los antigenos involucrados son DR2, DR3 y DR6. En otro trabajo se observaron dos
haplotipos ligados; B7-C4A3-Bf-DR2 y B8-C4AQO0-Bf-DR3, confirmando la participacion de DR2 y
DR3 (9, 92. 117) En el cuadro 10 se muestran los genes HLA involucrados tanto en poblacion no
relacionada como en familias.

['n el LED y en otras enfermedades autoinmunes ciertos autoantigenos cuya naturaleza es pobremente
conocida, inducen respuestas anormales dependientes de linfocitos T en el contexto de moleculas MHC
El polimorfismo HLA determina que el peptido se una al nicho de las moleculas clase Il y esto tiene un
papel critico en la autoinmunidad. Puede ser que ciertas secuencias polimorficas sean importantes para la
tormacion de autoanticuerpos especificos en los pacientes. En cualquier asociacion de la enfermedad con
DR17, podrian haber secuencias que confieran susceptibilidad y que estén presentes en los alelos del
DRBI en el gen DRB3 (DR52). o en el resto del haplotipo. DQBI1*0201 o DQAI1*0501. Estas
asociaciones haplotipicas pueden ser diferentes, especialmente en otros grupos etnicos (6. 10, 11. 30,
83. 84, 85). En el cuadro 11 se pueden observar los distintos antigenos HLA asi como los haplotipos

asociados al LED en algunos grupos étnicos

52



CUADRO 10

ASOCIACION GENETICA DEL MHC CON EL LED EN POBLACION NO
RELACIONADA Y SEGREGACION EN FAMILIAS

POBLACION ANTIGENO O HAPLOTIPO

REFERENCIA

Caucasoides

Negros de EUA
México-Americanos
Iranies

Ingleses
Alemanes
Austriacos
Suecos
Finlandeses
Mexicanos
Blancos de EUA
Australianos
Japoneses
Daneses

Chinos
Escandinavos
Espaioles

Alemanes

Negros de EUA
Japoneses

México Americanos
Caucasoides Europeos
Caucasoides, Centro de

Europa, Chinos, Japoneses
Negros de EUA

BS, B8

DR2, DR3

B8, DR3, DQ2

Al,DR2, DR17(3)

B40, DR3

B13,B17

B8, DR2; DR3

B8

B8, DR3

B8, DR3

B8, DR3

B13

DR2, DR3

DR3

DR2, DR4

DR3, DR6

DR2

DR2

B18, DR3

DRB1*1501, DQA1*0102,
DQB1*0602
DRB1*0501/3, DRB5*0101
DRB1*0501, DRB5*0101
DQB1*0602

DRB1*0301, DRB1*0501/3,
DRB5*0101

DRB1*0301, C4A*Q0O
DQA1*0501-DQB1*0201
DRBI1*1501, DQA1*0102,
DQB1*0602

DRB1*1503, DQA1*0102,
DOB1*0602

Szegedi, 1978 (101) Grumet, 1971(52).
So AKL, 1990 (97).

Hartung, 1992 (54).

Goldberg, 1976(49) Reveille, 1989(82)
Nies, 1974 (73), Reveille, 1994 (85).
Davatchi, 1977 (29)

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108)

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).

Tiwari y Terasaki, 1985 (108).
Cowland, 1994 (124).

Hawkins, 1979 (55).

Skarsvag, 1992 (93).

Gomez JR, 1991 (50).

Bettinotti 1993 (10).
Bias, 1992 (11)

Bias, 1992 (11)
Reveille. 1994 (85)
Reveille, 1991 (83)
Dong y col , 1993 (30)

Reveille y col.. 1991 (84)



Desde los inicios del estudio del LED. se le atribuyo a los autoanticuerpos la causa principal del dano
a los organos vascularizados Primeramente se encontraron autoanticuerpos anti-DNA, ANA y luego se
identificaron los anti-PLP, anti-Ro, anti-La y anti-Sm. los cuales se hayan en los pacientes en forma
heterogenea En el cuadro 11 se muestran los distintos autoanticuerpos identificados en el LED y las
manifestaciones clinicas relacionadas (6). A continuacion se describe la correlacion genética del MHC

con la autoinmunidad.

) HILA y autoanticuerpos anti-Ro y anti-La

Los anticuerpos anti-Ro presentes en 25-50% de los pacientes como ya se menciono, se dirigen contra
una ribonucleoproteina nuclear o citoplasmica de funcion desconocida asociados a una erupcion en la
piel debida a la fotosensibilidad. Ademas los haplotipos presentan anti-La, vasculitis, citopenia
hematologica. hiperglobulinemia policlonal y altos niveles del factor reumatoide IgM e IgG Se ha
sugerido la participacion de DR2, DQ1 y DR3, DQ2 a anti-Ro y anti-La tanto en LED como en el
sindrome de Sjogren. Se ha propuesto que la combinacion de DQ1/DQ2 heterocigotica en un individuo
se debe a una transcomplementacion de genes, pues se ha visto que las cadenas DQa y B pueden estar
codificadas por haplotipos opuestos provenientes de los dos cromosomas, es decir en rrans, que podrian
aparearse o formar heterodimeros hibridos sobre la superficie celular. Cuando se aparean las cadenas a
partir de una copia del mismo cromosoma se dice que se encuentran en cis Cada persona tiene la
posibilidad de tener 4 posibles heterodimeros: 2 en ¢y y 2 en trans provenientes de los haplotipos
materno y paterno (110). En estudios 1 vitro se ha demostrado que las cadenas DQu de DQZ no se
pueden aparcar con la de DQP del DQ3 o viceversa, pero si se pueden encontrar asociadas en la
superficie celular en patologias como el LED. Por ello la transcomplementacion alélica puede ser la
explicacion de la fuerte predisposicion para desarrollar altos niveles de autoanticuerpos anti-Ro y anti-
La en heterocigosis con DQ1 v DO2. Se han encontrado con los anticuerpos anti-Ro v anti-La a los
antigenos DQ6 o DQS5 del DQ1 y en el haplotipo DR17. DQ2 | 0 DQ2 2 No hay asociacion con los DP

(5. 0) Revelle v col . encontraron en blancos y negros a DR3 y DQ2 1 asi como DQ6/DQ2

signiticativamente elevados en enfermos con este tipo de autoanticuerpos 1a heterocigosis DQ6/DQ2
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se halla en el 25% de estos pacientes con ambos autoanticuerpos. Entre los negros con anti-Ro existe el
DR17-DQ2 que es un haplotipo caucasoide mas que el haplotipo africano DR18-DQ4. Debido a que
entre el DR17 y DR18 hay una pequeiia diferencia de 4 substituciones de aminoacidos conservados, se
sugiere que el gen DRBI no es el locus principal que confiere susceptibilidad para la sintesis anti-Ro.
sino que el DQ parece ser el candidato mas indicado. (6. 81). Todos los pacientes con anti-Ro y con o
sin anti-La presentan ya sea uno o mas de los antigenos DR3, DR2, DQ2.1 ¢ DQ6. Las secuencias
nucleotidicas de los alelos asociados muestran que el 100% de los pacientes con anti-Ro tienen una
glutamina en la posicion 34 de la cadena DQuo1 y una leucina en la posicion 26 de la cadena DQP1. lo

que contribuye al reconocimiento de esos péptidos y por lo tanto al desarrollo de la respuesta

autoinmune. (6). (Fig. 3).

h) Autoanticuerpos anti-fosfolipidos

Los anticuerpos anti-PLP se presentan de un 34 a un 44% de los pacientes con LED y son los
causantes de las falsas positivas en las pruebas de sifilis. Los pacientes presentan trombosis intravascular,
abortos espontaneos recurrenies, endocarditis de Libman-Sacks, livido reticularis y trombocitopenia.
Savi y col. (91), informaron un incremento del DR7 en Italianos con LED y con anticuerpos anti-
cardiolipinas, mientras que otros (67, 68. 69) encontraron un exceso de DR4 en ingleses y australianos.
Debido a que DR7 y DR4 se encuentran en desequilibrio de enlace con el DRS3. se pensd que este seria
el antigeno asociado. Posteriormente se encontro asociacién con el DQ7 que se encuentra en el lupus
anticoagulante y en LED Las secuencias nucleotidicas, revelan que el DQB1*0301 (DQ7), *0302
(DQ8) y el *0602(DQ6) comparten la misma secuencia de aminoacidos en las posiciones 71- 77 de la
tercera region hipervariable, (Thr-Arg-Ala-Glu-Leu-Asp-Thr). (fig. 3), sugiriendo que esta region tiene

un epitope capaz de regular la respuesta autoinmune. (6)

o) Awtoanticuerpos anti-RNP

Este tipo de anticuerpos, como ya se menciono, es frecuente y va dirigido contra una pequena

ribonucleoproteina nuclear rica en uridina. Mientras los anti-Sm son especificos del LED, los anti-RNP



AUTOANTICUERPOS,

CUADRO

11
AUTOANTIGENOS

Y MANIFESTACIONES

CLINICAS EN EL LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO

ANTICUERPO

ANTIGENO

MANIFESTACIONES CLINICAS

Anti-Ro (SS-A)

Anti-La (S8-B)

Anti-fosfolipidos

Anti-Sm

Anti-RNPn

Anti-DNAds

Anti-EBA

Ribonucleoproteina nuclear y
citoplasmica

Factor de terminacion de la
transcripcion de la RNA

polimerasa. [Tl

Fostolipidos

Ribonucleoproteinas (RNP), U1,

U2. U4, U5, U6 (B,B,DyE)

Ribonucleoproteina Ul

(A, C, 70kD)

DNA de doble cadena

Procolagena tipo VI

Tomado de Arnett. 1992 (6)

Sindrome de Sjogren

Lupus cutaneo, lupus neonatal
citopenias hematologicas,

vasculitis, hiperglobulinemia,

factor reumatoide.

Trombosis intravascular, aborto
espontaneo, hematoma, endocarditis,
trombocitopenia

Ninguna

Fenomeno de Raynaud,

miositis, nefritis

Glomerulonefiitis proliferativa difusa,
eritema malar, pleuritis. neumonitis
artropatia de Jaccoud

Lesiones de la piel



se asocian a otros desordenes como escleroderma, polimiositis y EMTC. En los presencia de este
autoanticuerpo hay fenomeno de Raynaud y miositis. El anti-Sm se asocia con el DR7 y anti-RNP con
DR4 (6). Kaneoka y col. (57) informaron una asociacion con el DR4 y DR2. Algunas secuencias en la
segunda y tercera regiones hipervariables de los alelos de DRB1, DR4 y DR2, pueden compartir
epitopes de susceptibilidad, en las posiciones 26, 28, 30-32, 70 y 73. En negros con anti-Sm hay
asociacion con el DR2-DQ6 y los anti-RNP se relacionan con DQS tanto en blancos como en negros y
el DQ8 se haya en blancos (76). Las secuencias involucradas son el alelo DQA1*0102 del DQS6,
asociado con anti-Sm que difieren del DQA1*0101 del DQ5 asociado con anti-RNP en un solo
aminoacido en la posicion 34. El anti-Sm asociado con el alelo DQA1*0102 posee una glutamina que es
neutra, mientras que el anti-RNP asociado al alelo DQA1*0101 tiene un dcido glutdmico cargado
negativamente. De modo similar, la cadena DQB1*0602 del DQ6 (asociado con anti-Srh} comparte
secuencias con las cadenas del DQB1*0501 (DQS5) y DQB1*0302 (DQ8) a excepcion de las posiciones
9, 57 y 87 que son conservadas y tienen substituciones neutras. En contraste el DQB*0602 en la
posicion 57 posee un dcido aspdrtico cargado negativamente (asociado con anti-Sm), mientras que en el
DQB1*0501 hay una valina que es neutra en la posicion 57 y una alanina neutra en la posicion 57 del

DQB1*0302 (asociado con anti-RNP). (Fig. 3). (6).

d) Autoanticuerpos anti-DNA

Estos se hayan en 40-60% y se asocian con eritema malar, serositis, neumonitis y artropatia. Se ha
descrito incremento del DR3 con éste autoanticuerpo (51). Alvarellos (3) informé asociacion con DR2-
DQ1 Posteriormente se demostrd el DR3-DQ2.1 y DQ6 (58). Los alelos DQB1*0201 y DQBI*0602
se hayan en el 90% de los pacientes con altos niveles de anti-DNA; el resto tienen DQB1*0302 Estos 3
alelos llevan metionina en la posicion 14 y leucina en la posicion 26. (fig. 3) En griegos el DQB1*0502

que tiene secuencias diferentes se asocia al LED y a los anticuerpos anti-DNA (6)

¢) Autoanticuerpos anti-l.BA

Los anticuerpos anti-EBA o procolagena se manifiestan raras veces y cuando hay lesiones en la piel



Figura 3. GENETICA DE LOS AUTOANTICUERPOS
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Se asocia con DR2 (6). En el cuadro 11 se muestran los autoanticuerpos que van dirigidos a algunos
componentes celulares presentes en el LED.

Todos estos hallazgos son de extraordinaria utilidad para predecir el proceso autoinmune y conocer
los mecanismos de etiopatogenesis en el LED. Ademas es indispensable en conocuniento en diferentes
grupos étnicos por las diferencias claramente sefialadas aqui. Mas aln, es esencial el analisis en
mexicanos pues es evidente la necesidad de conocer, por un lado el perfil genético del LED en la
poblacion mexicana y por otro determinar si existen o no genes Ir ligados a alelos o secuencias
particulares que puedan ser cruciales en la produccion de los diferentes tipos de autoanticuerpos v las

distintas manifestaciones clinicas



I OBJETIVOS

I. OBJETIVO GENERAL

Conocer el patron genético dei MHC de el LED en su forma aduita e infanti! en la poblacion mestiza
mexicara. Dado que es una enfermedad inmunolégica y clinicamente muy compleja se determinan las
posibles correlaciones de los marcadores HLA con diferentes manifestaciones clinicas y los diferentes

autoanticuerpos, para definir genéticamente los distintos sindromes clinicos e inmunclégicos.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Estudiar la distribucion de antigenos de histocompatibilidad clase I y clase I1 en pacientes adultos y
mnos con lupus eritematoso diseminado en mexicanos comparado con un grupo de sujetos sanos del
MISMOo grupo étnico.

2) Demostrar si existe asociacion con algin antigeno HLA en mestizos mexicanos con LED

3) Determinar si el LED en mexicanos abarca diferentes entidades clinicas e inmunologicas de acuerdo al
patron de autoanticuerpos v al perfil genético HLA.

4) Conocer si la enfermedad infantil es diferente de la del adulto, tanto genética como
inmunologicamente mediante el analisis de los marcadores HLA y de los autoanticuerpos asi como de
las caracteristicas clinicas.

5) Establecer los analisis estadisticos comparativos necesarios entre todos los subgrupus: entidades
clinicas, patrones de anticuerpos en adultos y en nifios. Los autoanticuerpos incluyen: Anti-ANA, anti-
DNA, ant-Ro, anti-La, anti-Sm vy anti-RNP. Todos los datos se comparan con el grupo testigo de

SUJELOs Sanos.
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IV HIPOTESIS

Se postula que en mestizos mexicanos se encuentra una aﬁociacién indudable de los genes HLA clase
II. con las diferentes formas clinicas e inmunologicas del LED puesto que los genes clase 1l son
marcadores de susceptibilidad en la enfermedad en caucasoides, en negros, y ademas hay una distincion
evidente de los subgrupos clinicos de la enfermedad dada por los diferentes factores genéticos que
determinan distintos patrones de autoinmunidad. También se postula que posiblemente el LED infantil es

un sindrome diferente al del adulto.



V. METODOS

1.1 POBLACIONES INCLUIDAS

Se estudiaron 121 pacientes con diagnostico de LED seleccionados por los clinicos expertos de
acuerdo a los criterios internacionales incluyen aspectos inmunologicos, el patron de autoanticuerpos asi
como las manifestaciones clinicas (101). Los pacientes pertenecen a dos instituciones diferentes 71
adultos fueron seleccionados por los Doctores Rubén Burgos y Carolina Duarte de la Unidad de
Reumatologia del Hospital General de México S.S.A. Los 50 nifios fueron incluidos por el Doctor
Renato Berron, Jefe del Servicio de Inmunologia del Instituto Nacional de Pediatria S S.A Los
resultados se compararon con 229 sujetos aparentemente sanos del panel de individuos de la poblacion
general conformados por del personai del Departamento de Inmunogenética asi como por donadores de

banco de sangre y estudiantes. Todos los participantes en el estudio pertenecen a la poblacion mestiza

mexicana.

1.2 TIPIFICACION SEROLOGICA DE ANTIGENOS HLA

a) Obtencion de Linfocitos Totales a partir de Sangre Periférica. (47).

1. Se toman 20 ml de sangre venosa heparinizada en condiciones estériles. Se diluyen con un volumen
igual en solucion de Hanks normal La sangre se estratifica en tubos de ensaye que contienen 2 5 ml de
una solucion de ficoll-Hypaque y se centrifugan a 1500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente
2 Con una pipeta pasteur se aspiran los linfocitos que forman un anillo blanco sobre la intertase y se
colocan en otro tubo

3 Los linfocitos se diluyen en solucion de Hanks y se centrifugan a 1200 rpm durante 10 minutos. Se

retira el sobrenadante y se realizan 2 lavados mas con solucion de Hanks

hj Separacion de Linfocitos Ty B por Columna de Nylon. (47).
| Se sumergen aproximadamente 70 mg de fibra de nylon bien peinados en solucion de Hanks normal

Se corta un popote comun y se cierra en angulo de 4590



2. En forma laxa se empaca !a lana en el popote, y se hace una perforacion muy pequeiia en ¢l extremo
~erradn del popote para permitir 12 salida del Yquido. Se lava una vez con solucién de medic RPMI con
STF al 5% precalentado a 37°C en forma horizontal

3. Los linfocitos obtenidos se pasan por la columna de nylon hasta que toda la suspension penetre a la
lana. El popote se incuba en forma horizontal a 37°C durante 30 minutos.

4. Se coloca la columna sobre un tubo marcado para linfocitos T y sc lava varias veces con ¢l medio
RPMI completo con STF al 5% previamente calentado y sc deja escurrir el contenide celular.

5 Los linfocitos B se adhieren a la fibra de nylon. Para su obtencion se exprime y presiona fuertemente
la columna con los dedos, adicionando alicuotas de medio RPMI con STF al 0.5 % frio.

6. Se centrifugan tanto las células T como las B, se retira el sobrenadante y se resuspende en | ml de

medio RPMI. Se ajustan las células 2.5X100 cél/ml.

¢) Preparacion de las Microplacas para la Tipificacion de Antigenos HLA. (47).

Se emplean reactivos que incluyen aloantisueros y anticuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos
HLA del Banco de Reactivos del Departamento de Inmunogenética que esta constituido por sueros
obtenidos localmente y de intercambio internacional Se preparan 4 microplacas de Terasaki de 60
pozos, para colocar antisueros contra antigenos de los loci A, B y C y 2 para los reactivos contra los loci
DR. DQ y DP.

Se agregan 5 ul de aceite mineral en cada excavacion y posteriormente | ul de cada uno de los
antisueros contra cada especificidad en diferente pozo, preparando placas con antisueros contra
antigenos clase 1 (A, B y C) y contra clase IT (DR, DQ v DP). Se montan 288 reactivos anti clase [ y 144
reactivos anti clase II que incluyen antisueros y anticuerpos monoclonales. El total de reactivos que se
utilizan para tipificar a los antigenos son 380. Lﬁs microplacas ya preparadas se conservan a -700C
hasta su uso Los reactivos permiten la identificacion de 130 antigenos. De clase 1. 23 del locus A, 59
del focus B, 10 del locus C: para los de clase II, 18 para el locus DR, 3 para DRS51, DR52, DR53 v 9
para DQ



d) Tipificacion de Antigenos HLA Mediante la Técnica de Microlinfocitotexicidad. (47).

I Se saca un juego de plocas por individuo de! ultracongelador y sc coloca 1 u! de la suspensid
linfocitos T con 2,000-2.500 células en cada uno de los pozos de las microplacas con anticuerpo
especifico para los antigenos de los loci A, B y C y ! ul conteniende 2,000-2.300 células de la
suspension de linfocitos B para los loci DR, DQ y DP.

2. Las placas se agitan en un vortex para que los reactivos se mezclen bien. Las placas con antisueros
anti-clase | se incuban a 370C durante 30 minutos mientras que las placas con sueros anticlase 1l se
incuban durante 60 minutos, a temperatura ambiente.

3. Posteriormente se adiciona a cada excavacién 5 ul de complemento especial para clase I y el
correspendiente para clase II. Las placas con antisuerc A, B y C se dejan incubando durante 60 minutos
mientras que las clase II se incuban durante 2 horas; ambas a temperatura ambiente.

4. Al cabo de este tiempo se agregan 5 ul de solucion de eosina amarilla al 5% y se deja actuar durante
5 minutos. Posteriormente se adicionan 5 ul de formél a cada excavacion.

5. Se lee al microscopio invertido de contraste de fases, y se calcula el nimero de células vivas y
muertas: esta ultimas se ven grandes, opacas y planas por el dafio provocado por la accién del
complemento y porque el colorante penetra a la célula, mientras que los linfocitos vivos se observan

pequeiios, refringentes y convexos. Los resultades se informan de la siguiente manera:

Asignacion del Antigeno CALIFICACION

0 - 10% de mortalidad - (1)
11 - 20% de mortalidad -+ {2)
21 - 30% de mortalidad +/- (4)
31 - 80% de mortalidad +++ (6)
81 - 100 % de mortalidad + (8)



1.3 DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS. (17, 20).

La determinacion de los diferentes autoaniticuerpos sc reaiizo es dos instituciones distinlas. Los de la
poblacidn adulta se efeciuaron en el Departamento de Reumaluiogia del Hospital General de Mexico.
Las pruebas de los pacientes infantiles se realizaron en el Laboratorio del Servicio de Inmunologia en el
Instituto Nacional de Pediatria Para la determinacion de anticuerpos anti-DNA se utilizo el método de
inmunofliorescencia con critidias sp. Para el caso de ANA, anti-Ro y anti-La se ulilizo el método de
inmunolluorescencia indirecta Para la determinacion de los anticuerpos anti-fosfolipidos (anti-

cardiolipinas), anti-RNP, anu-Ro, anti-La v anti-Sm se empleé el método de analisis de inmunoabsorcion

enzimatica (ELISA) Los métodos se describen a continuacion:

a) Determinacion de Autoaniicuerpos contra DNA Nutive mediante la {écnica de Inmunofluvrescencia
Indirecta con Crithidias sp.

I Los sueros testigo y problema se inactivan en bafio maria a 56°C por 30 min. Se preparan diluciones
de suero 1:10 por duplicado

2 Las laminillas se cubren con el antigeno y se dejan desacongelar durante 15 min. Posteriormente se
lavan con agua destilada y se dejan secar al aire

3 Los campos cubiertos con el antigeno se cubren con la dilucion de suero del paciente y se incuban en
camara himeda a temperatura ambiente durante 30 min.

4 Scclimina cl exceso de sucro lavando las laminillas con PBS pll 7 2 poi 30 min y 10 aun con agua
destilada

S Sele agrega antisucro del pacicite fluoresceinado diluido 1.10 con PBS y se liiula. S¢ incuva 30 i
en camara humeda a temperatura ambiente. Se quita el exceso de conjugado y se lavan las laminillas con
I'BS durante 30 min y 10 i con agua Jdesiilada. Se seca perfeciamente el exceso de agua destilada y se

gotea con glicerina. Se observa el cubreobjetos al microscopio de fluorescencia.
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by Determinacion de Autoanticuerpos por el Mérodo de Inmunofluorescencia Indirecta

Esta tecnica permite la identificacion de anticuerpos en sueros de los pacientes, dirigidos contra
componentes del nicleo celular. La primera etapa del método es la preparacion del antisuero o de gama
globulina purificada; el segundo paso es la coningacion con el colorante flucrescente y la tercera es el
procedimiento de tincion.
1 Separar el suero de 2 ml de sangre sin anticoagulante.
2. Sacar los porta objetos que contienen el corte histologico del congelador de -700C y se marca con un
lapiz de diamante alrededor del corte.
3. Se coloca en camara himeda y se cubre el corte con el suero problema, ya diluido (1:10 con PBS)
Dejar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Eliminar el exceso de suero y lavar la laminilla con
solucion amoriiguadora de Coons.
4. Eliminar el suero en un bafio con 500 ml de amortiguador de Coons y con agitacion constante durante
30 min.
5 Secar alrededor del corte v pasar Ia laminilla a la cimara humeda.
6. Cubrir la laminiila con un antisuero fluoresceinado especifico contra las inmunoglobulinas (IgM). Se
diluye el antisuero en PBS 1:4 y se deja en camara himeda durante 30 min,
7 Secar perfectamente el exceso de regulador de la laminilla sin tocar el corte. Se monta con
amortiguador de glicerol cubriendo con el cubreobjetos.
8. Observar al microscopio de fluorescencia.
Fn ningiin caso debe quedar el corte expuesto al aire directamente porque puede dafiarse.
Patrones de Inmunofluorescencia

Los diferentes autoanticuerpos se definen de acuerdo al patrén que se observa, como se describe a
continuacion:
I Homogeneo o Difuso: Los anticuerpos contra la RNP, son de clase 1gG v estan muy correlacionados
con las células LE.
Il Patron periférico o en halo: Este tipo de patron se observa cuando hay anticuerpos contra las

ribonucleoproteinas ribosomales, por ejemplo en enfermedades como la esclerodermia
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IV Patron Moteado' Se observa cuando existen los siguientes tipos de autoanticuerpos.
- Contra antigenos Sm especifico de LED
- Contra RNP: Enfermedad mixta del tejido conectivo
- Cotra Ro: LED

Por lo tanto debe hacerse ENA para buscar determinante Sm o RNP y también anti-Ro.

o Determinacion de Autoamicuerpes anti-PLF, anu-RNP, anti-Ro, anti-La y anu-5Sm Mediante el
Analisis de Inmunoabsorcicn Enzimdtica (ELISA).

El ELISA consiste en la técnica del llamado doble anticuerpo, donde un antigeno especifico conocido
no marcado es adherido a una microplaca donde se adiciona el suero problema, posteriormente se
adiciona un segundo anticuerpo marcado con enzima, dirigido contra el anticuerpo del suero problema
que se unio al antigeno conocido La cantidad del segundo anticuerpo que se une al primer anticuerpo
depende del titulo de éste en el suero problema. El anticuerpo marcado que no se unio se lava y
posteriormente se agrega un substrato especifico para la enzima, que al reaccionar con éste cambia el
color de la reaccion. La intensidad del color desarrollado depende de la cantidad de anticuerpo marcado
unido al anticuerpo que a su vez esta unide al antigeno conocido.

I Agregar el antigeno en amortiguador de recubrimiento a los tubos o placas de poliestireno.

2 Incubar para permitir el acoplamiento del antigeno a la fase solida.

3 Desechar la solucion de antigeno.

4 lLavar tres veces con solucion salina-fosfatos adicienada de Tween 20 (PBS-T) evitando la formacion
de burbujas y dejando la solucién en contacto por 3 minutos en cada ocasion. Esto se hace con el fin de
eliminar el antigeno que no se acoplo a la fase solida.

5. Agregar albimina sérica bovina (BSA) en PBS-T.

6 Incubar para permitir el bloqueo de los sitios libres de la fase solida para la albumina

7 Desechar la solucion de BSA-PBS-T

8 Lavar (como en el paso 4) para eliminar el exceso de BSA.

En este momento existen dos posibilidades.



a. Método Directo

- Se anade una dilucion adecuada de conjugado. en el cual ¢l anticuerpo del conjugado esta
especificamente dirigido contra el antigeno unido a la fase solida

- Incubar para permitir la reaccion.

- Desechar el conjugado (s el segundo anticuerpo inas la enzima)

- Lavar (como en el paso 4) para eliminar el exceso de conjugado

- Adicionar el sustrato (¢l cual se prepara hasta el momento de usarse)

- Incubar en la obscuridad para permitir la reaccion enzimatica v ¢l desarrollo del color.

- Detener la reaccion con H2S04 8 M.

b. Método Indirecto

- Adicionar diluciones adecuadas del suero en el cual se desea buscar anticuerpos especificos.

- Incubar para permitir que los anticuerpos especificos reaccionen con ¢l antigeno unido a la fase solida

- Desechar el suero.

- Lavar como en el paso 4, apara cliniinar todos los coniponentes que no reaccionaroi

- Adicionar una solucion adecuada del conjugado, en el cual el anticuerpo del conjugado reconoce y
reacciona especificamente con el anticuerpo va unido al antigeno de la fase solida

- Incubar para permitir la reaccion del conjugado con los anticuerpos ya unidos a la fase solida.

- Desechar el conjugado

- Lavar para eliminar el exceso de conjugado.

- Agregar ¢! sustrato (cromdgeno .20 el cual s¢ prepara ¢l ¢l momento de usaise)

- Incubar en la cbscuridad para permitir la reaccion enzimeiica vy ol desarroilo del color

- Detener la reaccion con H:.‘SC_; 8M

Resultados

Stose dispene de un fotocolormetro, se hacer las lecturas del color desarrollado a 492 i contra un

blanco que no contiene anticuerpos, Con este blanco se ajusta a 0 de absorbancia. De no ser ast la

lectura se hace visual v la interpretacion del color se hace en cruces.



1.4 ANALISIS ESTADISTICO (45)
Se aplicaron las siguientes pruebas en sanos y enfermos
a) Obtencion de Frecuencias Antigénicas y Génicas
La frecuencia antigénica (FA) es la proporcion de sujetos del total, que son portadores de  un
determinado antigeno. Fsta se calcula en porcentaje. Ej: 2 individuos Al en 100. FA=2%.
La frecuencia génica (FG) se calcula a partir de la FA la cual se toma en numeros absolutos mediante

la formula de Haldane (53) cuya expresion es como sigue:

FG= 1-V1-A

b) Asociacion del Marcador Genético con la Enfermedad
En el caso de existir un antigeno incrementado o disminuido en la poblacién se determinara la
significancia estadistica de la probable asociacion HLA Esta se calcula mediante la prueba de chi

cuadrada (X2), corregida por Yates que emplea una tabla de 2 x 2 como se muestra a continuacion

con el ag sin el ag Total
No. de Pacientes a b a+b
No. de Testigos c d c+d
Total atic b+d N=atb+c+d

Se usa la X2 usando la correccion de Yates que es mas estricta y por lo tanto, la significancia
estadistica es mas real. Sirve para evaluar la comparacion de un antigeno en dos poblaciones diferentes.

X2Y = _(ad-bc-N/2)2 N
(a+b) (ct+d) (a+c) (b+d)



Una vez que se tiene la X2Y, se busca el valor de la probabilidad p en las tablas de estadistica,
tomando en cuenta que el namero de grados de libertad es N-1. Es decir que si se estan comparando dos
poblaciones para un antigeno, los grados de libertad son 1. El valor de la p se corrige (pc) multiplicando
por el nimero de antigenos estudiados para hacer mas estricta la evaluacion estadistica. Si la asociacion
es con clase I, se multiplica el valor de P x 73. Si es en clase II, se multiplica la P x 28 que fueron el

nimero de antigenos estudiados.

¢) Riesgo Relativo

Cuando el antigeno se encuentra significativamente elevado en los pacientes se habla de un asociacion
y por lo tanto de un gen de susceptibilidad. En este caso se calcula el Riesgo Relativo (RR) que es una
estimacion de la intensidad de la asociacién. Indica cuantas veces més riesgo de desarrollar la

enfermedad, tiene un individuo portador del antigeno en cuestion.

Seglin Woolf (116) RR=axd Segin Haldane (53) RR= (2at+1)(2d+l
bxe (2b+1) (2¢t1)

dj Fraccion Etiologica
Para calcular cuanto de la2 enfermedad depende del marcador se calcula la fraccién etioldgica (FE)
que es una medida relativa de cuanto de la asociacion se debe al marcador en cuestion. Mientras mas se

acerca el valor a 1, mas se debe de la enfermedad al marcador. Se calcula como sigue:

FE = RR-1 hp hp =
RR a

4+ Im

b

¢) Irraccion Preventiva
Siun antigeno se halla significativamente disminuido en los enfermos en comparacion con los sanos se¢

sugiere la presencia de un posible gen de proteccion asociada al marcador. En este caso se obtiene la



Fraccion Preventiva (FP) que es también una medida relativa la cual indica cuanto de la proteccion se

debe al marcador. Se calcula como se describe a continuacion:

FP = _(1-RR)hp
RR (1-hp) + hp

1 Andlisis

Todo este analisis se efectiia para el grupo total de pacientes ademas de que se subdividen para su
comparacion en adultos y nifios y se correlaciona la presencia de los diferentes autoanticuerpos y de los
parametros clinicos con ios genes de susceptibilidad y proteccion para conocer si algin marcador

predispone a algtin rasgo clinico o inmunoelogico particular



VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran que los 121 pacientes incluidos cumplen con los criterios
internacionales para ser clasificados como pacientes con LED. Un grupo de 71 constituyen a la
poblacion adulta y 50 son poblacion infantil. Como el total abarcaba pacientes adultos e infantiles, todos
los analisis se hicieron para el total y en forma independiente para los dos grupos con el objeto de saber
si la enfermedad infantil difiere de la adulta desde el punto de vista clinico, inmunolégico y/o genético.
Las manifestaciones clinicas (Cuadro 12) mas frecuentes considerando desde un minimo de 8.4% hasta
el porcentaje mayor que es 56.0%, sin tomar en consideracion la edad, son el dafio renal, la artritis, el
eritema malar, la anemia hemolitica, la vasculitis, Ulceras orales y la fotosensibilidad. Valga sefalar la
asociacion total de anemia hemo]itilca, pleurituis, pericarditis, dafio hepatico, flebitis y alteraciones
osteomusculares en adultos en contraste con los nifios que no presentan alopecia, dafo mucocutaneo,
neuropatia v trastornos hematologicos. Las alteraciones prevalentes en adultos son dafno renal, artritis,
eritema malar. artralaia, fotosensibilidad y serositis, nuentias que en los ninos dano renal, aiuius, anemia
hemolitica, vasculitis, pleuritis, uiceras orales, trombocitopenia y fotosensibilidad. La edad promedio en
el total de los pacientes es de 23 .8 afios, con una edad promedio de inicio de 18.9 afios vy un tiempo de
evolucion de 4.9 afios. La edad promedio de los adultos es de 30 afos. con una edad promedio de inicio
de 24 1 v un periodo de evolucion de S § anos En los nifos la edad promedio es de 15 1 anos, la de
inicio es de 11.5 anos, el tiempo de evolucion es un poco menor (3.6 anos). Existe prevalencia del sexo
femenino en ambos dos grupos de pacientes va que ¢l 90% de los afectados infantiles son ninas v el
97 2% de los adultos son pacientes femeninas En el total el 94 2° pertenecen a ese sexo

En el cuadro 13, se observan las frecuencias obtenidas para los distintos autoanticuerpos examinados.
los anti-ANA, anti-DNA. anti-RNP, anti-PLP, anti-Sm. anti-Ro y anti-La, los cuales se determinaron en
el total de pacientes y en los dos grupos en forma independiente En este cuadro se aprecia que los anti-
ANA vy anti-DNA predominan en los dos grupos de pacientes, (86 7% y 81 5% en el total. 85 7% v
87 0% ¢n los adultos v 88%% v 74 (% en los nifos). mientras que los anti-RNP predomina en los adultos

(81%a) con respecto a los minos (12%) Lo mismo ocurre para los anti-Ro, pues estan en ¢l 67 5%, de los



CUADRO 12

CARACTERISTICAS CLINICAS DEL LED

MANIFESTACIONES PACIENTES TOTALES ADULTOS

CLINICAS N=121 % N=T71 % N=50
Dano Renal 74 471 29 40.8 28
Artritis 56 46.3 32 451 24
Eritema Malar 30 24.8 23 324 7
Anemia Hemolitica 22 18.2 0 0 22
Vasculitis 14 11.6 2 2.8 12
Ulceras Orales 11 9.1 4 56 7
Fotosensibilidad 11 9.1 6 8.4 5
Artralgia 9 7.4 8 11.3 1
Trombocitopenia 9 7.4 3 42 6
Pleuritis 8 6.6 0 0 8
Serositis 8 6.6 Y 9.9 1
Alopecia 4 3.3 4 56 0
Pericarditis 4 33 0 0 4
Otras alteraciones cutaneas 3 25 3 42 0
Alteraciones del SNC 3 2.5 1 1.4 2
Leucopenia 3 25 1 1.4 2
Neuropatia 2 1.7 2 2.8 0
Dafo Hepatico 1 0.8 0 0 1
Flebitis 1 08 0 0 1
Alt. Osteomuscular 1 0.8 0 0 1
Polineuropatia 1 0.8 1 1.4 0
Otros trast. hematologicos 1 0.8 1 14 0
Psicosis 1 0.8 1 1.4 0
Hipertemia 1 0.8 1 1.4 0
Hipertension 1 0.8 1 1.4 0
Edad (X) + DE 23.8+11.32 30+10.97 15.1+3.57
Edad de Inicio Promedio (X) 18.9 241 115
Evolucion (afios) 49 58 36
SEXO N % N % N
Femenino 114 942 69 97.2 45
Masculino 7 58 2 2.8 5

NINOS

56.0
48.0
14.0
440
240
14.0
10.0

20
12.0
16.0

20

8.0

40
4.0

20
20

N
oo o0 o000

%
90.0
10.0



CUADRO 13

FRECUENCIA DE LOS DISTINTOS AUTOANTICUERPOS EN EL LED

AUTOANTICUERPO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS
N (%) N (%) N(S0) (%)
Anti-ANA 104/120 86.7 60/70 85.7 44 88.0
Anti-DNA 97/119 81.5 60/69 87.0 37 740
Anti-RNP 40/92 435 34/42 81.0 6 120
Anti-Sm 37/90 411 17/40 425 20 400
Anti-PLP 41/116 35.3 20/66 30.3 21 42.0
Anti-Ro 30/90 33.3 27/40 67.5 3 6.0
Anti-La 12/40 30.0 12/40 30.0 ND

ND: No se detemino
Nota: En la N en cada grupo se incluye el numero de pacientes a Ics cuales se le hizd la determinacion



adultos, mientras que en los nifios sélo el 6% fueron positivos. Los anti-La solo se determinaron en la
poblacion adulta que muestra un 30% de incidencia.

Con respecto al analisis genético de los antigenos HLA en los cuadros del 14, 15 y 16 se muestran las
frecuencias antigénicas (F.A.) y génicas (F.G.) de antigenos HLA, clase I A, B y C respectivamente en la
poblacion sana y en los pacientes totales, asi como en los nifios. Mientras que en los cuadros 17y 18 se
muestran las frecuencias para los antigenos de clase II de los loci DR y DQ respectivamente, para los
mismos grupos. No se encontré ninguna diferencia significativa para los antigenos de clase 1, aunque es
importante sefialar que el B8 se halla sin llegar a la significancia estadistica aumentado, en el total de
pacientes (FG=6.40%), en los adultos (FG=6.55%) y en los nifios (FG=6.19%) en comparacion con los
sujetos sanos cuya frecuencia génica es de 2.43.

Con respecto a los antigenos de clase 1I (cuadros 17 y 18) cuyo analisis estadistico se muestra en el
cuadro 19, resalta la participacion de estos genes en la expresion del LED. A pesar de que aparece un
incremento de DRI en el total de pacientes (X2Y=9.63), en los adultos (X2Y=74) y en los nifios
(X2Y=455). el valor de la p pierde su significancia al corregirse multiplicando por el namero de
antigenos de clase I1 estudiados que son 28. Aunque el RR oscila entre 2.5 y 2.9. En cambio, el DR17
si esta indudablemente asociado a la enfermedad, pues en el total de pacientes la X2Y=2336. en los
adultos en los que la pc= <0.0003 pues la X2Y=24.98 La FE en ambos casos es de 023 y028
respectivamente, en tanto que en los nifios la constitucion del DR17 es menor (X2Y=6.65, p=0.01,
pc=NS) y el valor de RR es también menor (RR=2.97). En la regiéon DQ se ve que el DQ2 esta
significativamente aumentado en adultos (X2Y=15.24; p=0.0008, pc=0.02), con un RR=3.09. en tanto
en nifios no aparece esta asociacion. Resumiendo hay un gen de susceptibilidad al LED en mexicanos en
la region DR ligado al DR17 particularmente condicionante de la forma adulta. El DQ2 estd menos
aumentado en todos los casos sugiriendo que el gen de susceptibilidad se halla en el locus DR y no en el
DO

También surgieron antigenos de clase I cuya frecuencia esta disminuida con respecto a los testigos,
lo que sugiere que hay secuencias de proteccién En éste sentido hay varios antigenos disminuidos. En el

locus DR, DR9 12 y 14 parecerian de proteccion, pero la significancia se pierde al corregir la p. Mas aun

75



CUADRO 14
DISTRIBUCION DE ANTIGENOS HLA-A EN MEXICANOS CON LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO, ADULTOS E INFANTILES Y EN SUJETOS SANOS

HLA-A TESTIGOS PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS
N F.A. % F.G.% N FA. % F.G.% N FA. % F.G.% N FA % F.G. %
229 121 7 50

A1 23 10.04 515 23 19.01 10.00 15 2113 11.19 8 16.00 8.35
A2 121 52.84 31.33 69 57.02 34.44 41 5§7.75 35.00 27 54.00 32.18
A3 20 8.73 447 7 5.79 2.94 6 8.45 4.32 1 2.00 1.01
A1 19 8.30 424 9 7.44 3.79 6 8.45 4.32 3 6.00 3.0
A23 5 2.18 1.10 5 413 2.09 3 4.23 214 3 6.00 3.0
A24 58 25.33 13.59 31 25.62 13.76 14 19.72 10.40 17 34.00 18.76
A25 5 2.18 1.10 5 4.13 2.09 2 2.82 1.42 3 6.00 3.05
A26 10 4.37 221 8 6.61 3.36 7 9.86 5.06 1 2.00 1.01
A28 3 1.31 0.66 5 413 2.09 3 4.23 2.14 2 4.00 2.02
A29 23 10.04 5.15 5 4.13 2.09 3 423 2.14 2 4.00 2.02
A30 13 5.68 2.88 11 9.09 4.65 6 8.45 4.32 5 10.00 513
A31 32 13.97 7.25 21 17.36 9.09 13 18.31 9.62 8 16.00 8.35
A32 12 5.24 2.66 6 4.96 2561 0 0.00 0.00 6 12.00 6.19
A33 26 11.35 5.85 7 579 2.94 4 5.63 2.86 3 6.00 3.05
A34 1 0.44 0.22 1 0.83 0.41 1 1.41 0.71 0 0.00 0.00
A36 2 0.87 0.44 1 0.83 0.41 1 141 0.71 0 0.00 0.00
A43 0 0.00 0.00 2 1.85 0.83 2 2.82 1.42 0 0.00 0.00
ABB 0 0.00 0.00 1 0.83 0.41 1 1.41 0.71 0 0.00 0.00
AB8 43 18.78 9.88 5 4.13 2.09 2 2.82 1.42 3 6.00 3.05
AB9 19 8.30 4.24 74 5.79 2.94 4 5.63 2.86 3 6.00 3.05
AT4 0 0.00 0.00 1 0.83 0.41 1 1.41 0.7 0 0.00 0.00
AX 23 10.04 5.15 12 9.92 5.09 7 9.86 5.06 5 10.00 513

FA= Fiecuencia Antigénica FG= Frecuencia Geénica AX= Antigeno blanco 6 no determinado



CUADRO 15

DISTRIBUCION DE ANTIGENOS HLA-B EN MEXICANOS CON LUPUS
ERITEMATOSO DISEMINADO, ADULTOS E INFANTILES Y EN SUJETOS SANOS

HLA-B TESTIGOS
N FA % FG. %
229

B7 28 1223 631
B8 1 4.80 243
B13 13 5.68 2.88
B14 16 6.99 3.56
BIS 1 044 022
B16 3 131 068
B18 9 393 198
B27 8 349 178
B35 78 3408 18.80
B37 2 087 044
B38 10 437 221
B39 24 1485 7.72
B41 10 437 221
B42 3 131 066
B4 21 917 470
B45 9 393 198
B47 2 087 044
B48 14 611 310

B49 9 393 1.8
B50 9 393 1.98
BS1 22 961 492

B52 5 218 1.10
BS3 21 917 4.70

B54 1 044 022
B5 3 131 086
BS56 1 0.44 0.22
B57 2 087 044
B58 5 2.18 1.10
B59 1 0.44 0.22

B60 13 568 2.88
B61 21 917 4.70

PACIENTES
TOTALES

N FA % FG %

121
7 579
12.40
7.44
1.65
0.00
0.83
6.61
1.85
36.38
1.65
s
15.70
an
0.00
11.57
4.96
0.83
A
413
4.96
14.05
7.44
1.85
0.00
1.65
0.00
0.83
0.83
0.83
14.05
496

-k
Lo

- —-

m

294
6.40
3.79
0.83
0.00
0.41
338
0.83
20.23
0.83
1.67
8.19
1.67
0.00
5.98
2.51
0.41
1.67
2.09
2.51
7.29
79
0.83
0.00
0.83
0.00
0.41
0.41
0.41
7.29
251

ADULTOS

NFA % FG %
A

3 423 214
9 1268 8.55
4 563 2.86
2 282 1.42
0 0.00 0.00
1 141 0.71
5 704 159
2 282 1.42
27 38.03 21.28
2 282 1.42
2 282 1.42
14 1872 1040
4 5863 286
0 000 0.00
10 14.08 7.3
3 423 2.14
114 0.71
1 14 0.71
4 5863 2.86
3 423 214
9 1268 6.55
6 845 4.32
1 14 0.7
0 000 0.00
1 141 0.71
0 0.00 0.00
114 0.71
0 0.00 0.00
1 14 0.7
10 14.08 7.31
1 1.4 0.71

NINOS
NF.A. %
50
8.00
12.00
10.00
0.00
0.00
0.00
6.00
0.00
32.00
0.00
4.00
10.00
0.00
0.00
10.00
6.00
0.00
6.00
2.00
6.00
14.00
6.00
2.00
0.00
2.00
0.00
0.00
2.00
0.00
14.00
12.00

o W o oo v M

-
-]

O 4O = 00 =0 —WNW-SWOoOWWmoounNDODO

FG %

4.08
6.19
513
0.00
0.00
0.00
3.05
0.00
17.54
0.00
2.02
513
0.00
0.00
513
3.05
0.00
3.05
1.01
3.05
7.26
3.05
1.01
0.00
1.01
0.00
0.00
1.01
0.00
7.26
6.19



HLA-B TESTIGOS

NFA % FG %

B62 18
B63
B64
B6S

5
1
6
5
B70 3
B71 0
B73 4
B75 1
B78 0
BX 30

BW4 118

7.86
218
0.44
2862
218
1.31
0.00
1.75
0.44
0.00
13.10

51.53

BW6 232 103.31

FA= Frecuencia Antigénica

4.01
1.10
0.22
1.32
1.10
0.66
0.00
0.88
0.22
0.00
6.78

FG= Frecuencia Génica
BX= Antigeno blanco 6 no determinado
* Solo se determind la frecuencia antigénica para los supertipicos Bw4 y Bw6.

CUADRO 15

(CONTINUACION)
PACIENTES
TOTALES

N FA % FG %

WO O =0 =0bs 2

-l
o

60
113

6.61
0.83
33
4.13
0.83
0.00
083
0.00
0.00
248
8.26

49.59
93.39

3.36
0.41
1.67
2.09
0.41
0.00
0.41
0.00
0.00
1.25
422 -

ADULTOS

NFA % FG %

4.23
1.41
5.63
1.41
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
4.23
423

W W o 0D 00O = & = W

38 5252
66 9296

214
0.71
2.86
0.7
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
214
214

-~ 000 = 0 = & O OO

47

NINOS
N:

A %

10.00
0.00
0.00
8.00
2.00
0.00
2.00
0.00
0.00
0.00

14.00

44.00
94 00

F.G. %

513
0.00
0.00
4.08
1.01
0.00
1.01
0.00
0.00
0.00
7.26



HLA-C

Cwi1
Cw2
Cw4
Cwb
Cwb
cw7
Cws
Cw9
Cw10
CwX

TESTIGOS

N F.A %F.G %

229
38
29
94
17

4
i

108
41
20
12
78

16.59
12.66
41.05
7.42
9.17
47.16
17.90
8.73
5.24
34.06

FA= Frecuencia Antigénica

FG= Frecuencia Génica

8.67
6.55
23.22
3.78
470
27.31
9.18
4.47
2.66
18.80

CX= Antigeno blanco 6 no determinado

N
121
20

8
52
17

8
47

5
16
15
54

CUADRO 16
DISTRIBUCION DE ANTIGENOS HLA-C EN MEXICANOS CON LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO, ADULTOS E

INFANTILES 'Y EN SUJETOS SANOS

PACIENTES
TOTALES
FA.% FG %
16.53 8.64
6.61 3.36
42.98 24.49
14.05 7.29
6.61 3.36
38.84 21.80
414 2,13
13:22 6.85
12.40 6.40
44.63 25.59

N
71
10
6
32
13
6
29
2
9
7
28

ADULTOS
F.A. %

14.08
8.45
45.07
18.31
8.45
40.85
2.82
12.68
9.86
39.44

F.G. %

7.31
4.32
25.89
9.62
4.32
23.08
1.42
6.55
5.06
22.18

50
10

19

© ~N W N D O,

26

NINOS
F.A. %

20.00

4.00
38.00
10.00

4.00
34.00

6.00
14.00
18.00
52.00

F.G. %

10.56
2.02
21.26
5.13
2.02
18.76
3.03
7.26
945
30.72



CUADRO 17
DISTRIBUCION DE ANTIGENOS HLA-DR EN MEXICANOS CON LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO, ADULTOS E INFANTILES Y EN SUJETOS SANOS

PACIENTES

HLA-DR TESTIGOS TOTALES ADULTOS NINOS

N FA. % FG % N FA % FG % N FA % FG % NFA % FG %

229 121 71 50

DR1 26 11.35 585 30 24.79 13.29 18 25.35 13.60 12 2400 12.82
DR4 58 2533 13.59 31 2562 13.76 16 22.54 1199 15 30.00 16.33
DR5 0 0.00 0.00 1 0.83 0.41 1 1.41 0.71 0 0.00 0.0
DR7 39 17.03 8.91 20 16.53 8.64 15 - 2113 11.19 5 10.00 513
DR8 68 29.69 16.15 40 33.06 18.18 21 2958 16.08 19 3800 21.26
DRS 26 11.35 585 3 2.48 1.25 1 423 214 2 400 2.02
DR10 10 4.37 2.21 6 4.96 2.51 4 563 2.86 2 4.00 2.02
DR11 45 19.65 10.36 14 1157 5.96 9 12.68 6.55 4 8.00 4.08
DR12 32 13.97 7.25 ¥ 5.79 2.94 3 423 2.14 4 8.00 4.08
DR13 27 11.79 6.08 8 6.61 3.36 4 563 2.86 4 8.00 408
DR14 20 8.73 4.47 3 2.48 1.25 3 423 214 0 0.00 0.00
DR15 43 18.78 9.88 17 14.05 7.29 8 11.27 580 9 1800 945
DR16 11 4.80 243 8 6.61 3.36 4 563 2.86 4 8.00 408
DR17 22 9.61 487 37 30.58 16.60 25 35.21 19.35 12 24.00 12.82
DR18 20 873 4.47 13 10.74 552 8 11.27 5.80 6 1200 619
DRX 11 480 243 4 331 1.67 2 2.82 1.42 2 400 202
DRW52 201 87.77 6503 109 90.08 6851 64 90.14 6860 45 90.00 68.38
DRWS53 117 51.09 30.07 83 4380 2503 33 4648 26.84 20 4000 22.54
FA= Frecuencia Antigénica BX= Antigeno blanco 6 no determinado

FG= Frecuencia Génica



HLA-DR

DQ1
DQ2
DQ4
DQ5
DQs6
DQ7
DQs
DQ9
DQX

TESTIGOS
N FA.% FG %
229
8 3.49 1.76
50 21.83 11.59
67 29.26 15.89
45 19.65 10.36
103 4498 25.82
92  40.17 22.65
45 19.65 10.36
9 3.93 1.98
39 17.03 8.91

FA= Frecuencia Antigénica

FG= Frecuencia Génica

BX= Antigeno blanco 6 no determinado

DISEMINADO, ADULTOS E

N
121

6
48
43
44
21
47
11

5
17

CUADRO 18
DISTRIBUCION DE ANTIGENOS HLA-DQ EN MEXICANOS CON LUPUS ERITEMATOSO
INFANTILES 'Y EN SUJETOS SANOS

PACIENTES
TOTALES

FA % FG %
4.96 2.51
39.67 2233
3554 19.71
36.36  20.23
17.36 9.09
38.84 2180
9.09 4.65
413 2.09
14.05 7.29

ADULTOS

N FA% FG %
71

2 2.82 1.42
33 4648 2684
25 3521  19.51
25 3521  19.61
12 16.90 8.84
25 3521 19.51
7 9.86 5.06
3 4.23 2.14
10 14.08 7.31

NINOS

N FA %
50

4 8.00
15 30.00
19 38.00
18  36.00
10  20.00
21 4200
4 8.00
2 4.00
7 14.00

F.G. %

4.08
16.33
21.26
20.00
10.56
23.84

4.08

2.02

7.26



CUADRO 19
ANTIGENOS HLA CLASE Il INVOLUCRADOS EN SUSCEPTIBILIDAD EN EL LUPUS ERITEMATOSO
DISEMINADO MEXICANOS

HLA TOTAL DE PACIENTES ADULTOS NINOS
x2Y RR  FE p pe XY RR FE p  pe x’y RR FE p pe
DRI 963 255 015 0005 NS 74 265 015 0009 NS 455 299 014 004 NS

DR17 23.36 4.69 0.23 <0.00001 <0.0003 24.98 S5.05 0.28 <0.00001 <0.0003 6.65 297 0.15 0.01 NS

DQ2 1162 234 022 0001 002 1524 3.09 031 0.0008 0.02
ANTIGENOS QUE SUGIEREN PROTECCION EN EL LUPUS ERITEMATOSO DISEMINADO EN
MEXICANOS
HLA TOTAL DE PACIENTES ADULTOS NINOS -
x’y RR FP p  pe x*¥ RR FP P pe X’y RR FP p  pe
DRO 941 023 007 0005 NS 781 016 006 0009 NS WS s mw  me e
DRI2 622 039 008 001 NS 598 031 008 009 NS N S —
DRI4 611 030 005 001 NS ME e s e e NS e
DQ6 27.62 026 032 <0.00001 <0.0003 19.28 025 0.32 0.00003 0.0001  10.62 031 0.30 0.001 0.02
DQ8 737 042 0.1 0009 NS 434 047 009 004 NS 469 039 011 004 NS

pc = p multiplicada x 28 que fué el namero de antigenos de clase II estudiados



en los adultos pareceria estar presente un débil efecto del DR9 y del DR12 pero ningun antigeno se halla
disminuido en los nifios. (Cuadro 19). En la region DQ, sin embargo se muestra una clara disminucion
del DQ6 en ambos grupos. pues en adultos la X2Y=19.28, la p=0.0001 y la pc=0.0003 y en nifios la
X2Y=1062, la p=0.001 y la pc se mantiene significativa (pc=0 32). La FP es de 032 en adultos y 0.30
en nifios indicando que una buena parte de la proteccion se debe al gen DQ6. El DQ8 que también
aparece en el cuadro 19, no necesito la correccion de la p y su valor de FP es pequefio

En los cuadros 20, 21, 22, 23, 24, 25 y 26 se intent6 analizar si los marcadores HLA condicionan un
patron de autoinmunidad diferente entre adultos y nifios. En el cuadro 20 se muestra la distribucion para
anti-ANA y no se observa disminucion alguna entre mifios y adultos para ningun antigeno en particular
En el cuadro 21 se observan los anti-DNA, donde los antigenos mas frecuentes son el DR17 que esta
aumentado en adultos (FG=20.42%), pero no llega a la significancia estadistica. Otros antigenos que se
ven diferentes para auto-DNA entre nifios y adultos son DR7 (aduitos FG=10.56% vs nifios FG=4.14%)
v DQ2 (adultos FG=22.68% vs nifios FG=14.58%). No se observaron diferencias para los anti-ANA y
anti-DNA entre nifios v adultos. En el cuadro 22 se sefialan las frecuencias para anti-RNP Se observan
los siguientes antigenos. Estan aumentados en adultos, DR11, DR13 DRI15, DR17, DQS Y DQS8. Estan
aumentados en ninos DR7, DR8, DR12 y DQ6. De todos ellos en el cuadro 27 se indica que solo el
DRS esta significativamente incrementado con una X2Y=4.18 y una p=0.04. En el cuadro 23 se sefiala
la distribucion de clase II en relacién a anticuerpos anti-Sm y se ven aumentados en adultos DR12,
DR!7 v DQ2. En nifios se halla incrementado DR8, DR12, DR15 y DR18. Sin embargo en el cuadro 27
no se indica ninguna asociacion estadisticamente significativa entre nifios y adultos. En el cuadro 24 se
muestra la distribucion de antigenos clase II en los pacientes con anti-PLP. Aqui las diferencias son las
siguientes: El DR1 esta elevado en adultos FG=19.38% vs FG=10.03% en nifios. El DR4 esta
incrementado en nifios (FG=2.53% en adultos vs FG=15.48%) y el DR18 esta elevado en adultos
(FG=10 56% vs FG=4 88% en nifios) en comparacion con los nifios. En el locus DQ los antigenos DQ7
(FG=13.40% en adultos vs FG=25.32% en nifios) y DQ8 (FG=7.80% en adultos vs 2.41% en nifios), sin
embargo los unicos que muestran una diferencia significativa limitrofe son el DRI2 con una

X2Y =400, p=0.05 pues ningin adulto es portador del DR12 vs una FG=241% en los nifios y el DR4
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CUADRO 20

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQEN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-ANA

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA % F.G.% N FA % FG % N FA % FG %

104 60 44

DR1 26 2500 1340 17 2833 1534 9 2045 1081
DR4 25 2404 12.84 12 2000 1056 13 2955 16.06
DRS 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR7 16 1538 8.01 11 1833 9.63 5 1136 585
DR8 34 3269 1796 17 2833 1534 17 3864 2167
DR9 3 288 1.45 1 1.67 0.84 2 4.55 2.30
DR10 5 4.81 2.43 3 5.00 2.53 2 4.55 230
DR11 12 11.54 5.95 8 1333 6.91 4 9.09 465
DR12 6 5.77 293 3 5.00 253 3 6.82 3.47
DR13 18 1731 9.06 4 6867 339 3 580 2 40
DR14 3 2.88 1.45 3 5.00 253 0 0.00 0.00
DR15 15 14.42 7.49 7 1167 6.01 8 18.18 9.55
DR16 7 6.73 3.42 3 500 253 4 9.09 4.65
DR17 30 2885 1565 20 3333 1835 10 2273 1210
DR18 13 1250 6.46 8 1333 6.91 5 1136 585
DRX 4 3.85 1.94 2 3.33 1.68 2 4.55 2.30
DQ1 6 577 293 2 3.33 1.68 4 9.09 465
DQ2 33 37.50 2094 26 4333 2472 13 2955 1606
DQ4 39 3750 2094 22 3667 2042 17 3864 2167
DQ5 38 3654 2034 22 3667 2042 16 3636 2023
DQ6 18 17.31 9.06 10 16.67 8.71 8 18.18 9.585
DQ7 38 3654 20.34 20 3333 1835 18 4091 2313
DQ8 10 9.62 4.86 T NMB7 592 3 6.82 3,44
DQ9 3 2.88 145 1 1.67 0.84 2 455 230

DOX 17 16.35 8.54 10 1667 871 7 1591 8.30



CUADRO 21

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR YDQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-DNA

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA.% FG % N FA% FG % N FA% FG %

97 60 37
DR1 23 23711 12.66 14 2333 1244 § 2432 13.01
DR4 24 2474 1325 13 2167 1149 11 2973 1617
DRS 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR7 15 1546 8.06 12 2000 1056 3 8.11 414
DRe 31 3186 17.51 17 2833 1534 14 3784 21.16
DRS 3 3.09 1.56 1 1.67 0.84 2 5.41 2.74
DR10 5 5158 261 4 6.67 3.39 1 270 1.36
DR11 11 11.24 5.84 8 1333 6.91 3 8.11 4.14
DR12 6 6.19 3.14 3 5.00 2.53 3 8.11 4.14
DR13 8 8.25 421 B 6.67 3.39 4 1081 5.56
DR14 3 3.09 1.56 3 5.00 2.53 0 0.00 0.00
DR15 14  14.43 7.50 8 13.33 6.91 6 1622 B 47
DR16 7 7.22 3.68 4 6.67 3.39 3 8.1 414
DR17 31 3196 17.51 22 3667 2042 9 2431 13.01
DR18 9 9.28 4.75 5 8.33 426 4 1081 5.56
DRX 4 412 2.08 2 3.33 1.68 2 541 274
DQ1 6 6.19 3.14 2 '3.33 1.68 4 1081 5.56
DQ2 37 3814 2135 27 4509 2268 10 2703 1458
DQ4 35 36.08 20.05 19 3167 17.34 6 4324 2466
DQ5 25 2577 1385 21 3500 1938 14 3784 21.16
DQs 17 17.53 9.18 1 18.33 9.63 6 16.22 8.47
DQ7 35 36.08 20.05 22 3667 2042 13 3514 1946
DQ8 8 8.25 4.21 6 10.02 5.04 2 541 274
DQs 4 412 2.08 2 3.33 1.68 2 5.41 274
DX 17 17.53 9.18 10 16.67 8.71 7 1892 9.95



CUADRO 22

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPGS ANTI-RNP

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA % F.G % N FA% FG. % N FA % FG %

40 34 6
DR1 9 2250 11.97 8 2353 1255 1 1667 8.71
DR4 9 2250 11.97 7 2059 1089 2 3333 1835
DRS 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR7 7 17.50 917 5 1471 765 2 3333 1835
DR8 10 25.00 13.40 7 2059 1089 3 5000 2928
DR9 1 2.50 1.26 1 2.94 1.48 0 0.00 0.00
DR10 3 7.50 3.82 3 8.82 4.51 0 C.00 0.00
DR11 7 17.50 9:47 7 2059 1089 0 0.00 000
DR12 3 7.50 382 2 588 299 1 1667 i
DR13 3 7.50 3.82 3 8.82 4.51 0 0.00 0.00
DR14 1 2.50 1.26 1 294 1.48 0 0.00 0.co
DR15 5 1250 6.46 5 1471 765 0 0.00 0.00
DR16 2 5.00 2.53 2 588 2.99 0 000 0.00
DR17 13 32.50 16.38 12 3528 17.76 1 1667 8.71
DR18 5 1250 6.46 4 1176 6.07 1 1667 871
DRX 2 5.00 2.53 1 294 1.48 1 1667 8.71
DQ1 2 5.00 2.53 2 5.88 2.99 0 0.00 0.00
DQz 17 4250 2417 14 4118 2330 3 5000 2929
DQ4 12 30.00 16.33 10 2641 1598 2 3333 1835
DQ5 13 3250 17.84 12 3529 19.56 1 16.67 871
DQ6 8 2000 1056 6 1765 9.25 2 3333 1835
DQ7 14 3500 1938 12 3528 1956 2 3333 1835
DQ8 3 7.50 382 3 8.82 451 0 0.00 0.00
DQ9 1 2.50 1.26 1 2.94 148 0 0.00 0.00
DQX 10 2500 1340 8 2353 12568 2 3333 1835



CUADRO 23

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-Sm

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA% F.G % N FA % F.G % N FA % FG. %

37 17 20
DR1 6 1.22 8.47 3 1765 9.25 3 15.00 7.80
DR4 10 27.03 14.58 5 2941 1598 5 2500 13.40
DR5 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR7 5 13.51 7.00 3 1765 9.25 2 1000 513
DR8 13 3514 1946 4 2353 1255 9 4500 2584
DR9 0 0.00 0.00 0] 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR10 2 5.41 274 1 5.88 299 1 5.00 253
DR11 6 1622 8.47 5 2941 1598 1 5.00 2.53
DR12 5 1351 7.00 1 5.88 2.99 4 2000 10.56
DR13 1 270 1.36 0 0.00 0.00 1 5.00 253
DR14 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR15 9 2432 13.01 3 1765 9.25 6 3000 16.33
DR16 3 8.1 414 2 1176 6.07 1 5.00 2.53
DR17 10 27.03 14.58 6 3528 17.94 4 2000 1056
DR18 2 5.41 274 0 0.00 0.00 2 1000 513
DRX 2 5.41 274 1 5.88 2.99 1 5.00 253
DQ1 2 541 274 1 5.88 2.99 1 5.00 253
DQ2 12 3243 17.80 7 4118 2330 5 2500 13.40
DQ4 12 3243 17.80 5 2941 1588 7 3500 19.38
DQ5 11 2973 1617 5 2941 1598 6 3000 16.33
DQ6 10 27.03 1458 7 4118 2330 7 3500 1938
DQ7 12 3243 17.80 5 2941 1598 7 3500 1938
DQ8 7 18.92 9.95 3 1765 9.25 4 2000 1056
DQs 1 270 1.36 0 0.00 0.00 1 5.00 253
DAX 7 1892 9.85 5 2941 1598 2 10.00 513



CUADRO 24

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-PLP

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA.% FG. % N FA % F.G % N FA % FG %

41 20 21

DR1 11 2683 1446 7 3500 1938 4 19.05 1003
DR4 7 1707 8.94 1 5.00 253 6 2857 1548
DR5 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR7 8 1951 1029 4 2000 10.56 4 19305 10.03
DR8 13 3171 1736 6 3000 1633 7 3333 1835
DR9 1 244 1.23 1 5.00 2.53 0 0.00 0.00
DR10 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR11 6 1463 7.61 3 15.00 7.80 3 1428 7.42
DR12 1 2.44 1.23 0 0.00 0.00 1 4.76 241
DR13 2 4.88 247 1 500 253 1 476 2 41
DR14 1 244 1.23 1 5.00 253 0 0.00 0.00
DR15 10 2439 13.05 5 2500 1340 5 2381 1271
DR16 2 4.88 247 0 0.00 0.00 2 9.52 488
DR17 13 3171 1736 6 3000 1633 7 3333 1835
DR18 6 1463 7.61 4 2000 10.56 2 9.52 4.88
DRX 1 244 1.23 1 5.00 253 0 0.00 0.00
DQ1 4 9.76 5.00 1 5.00 2.53 3 1429 7.42
DQ2 18 4390 2510 9 4500 2584 4 4286 2441
DQ4 14 3415 1885 7 3500 1938 7 3333 1835
DQS 13 3171 17.36 7 3500 1938 6 2857 1548
DQé 10 2439 13.05 5 2500 13.40 5 2381 1271
DQ7 13 3171 17.36 5 2500 13.40 8 3810 2132
Das & 9.76 5.00 '3 15.00 7.80 1 476 241
DQ9 2 4.88 247 1 5.00 253 1 476 2.41
DQX 4 9.76 5.00 2 1000 513 2 9.52 4.88



CUADRO 25

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-Ro

ANTIGENO PACIENTES TOTALES ADULTOS NINOS

N FA% F.G % N FA% FG. % N FA% FG%

30 27 3
DR1 7 2333 1244 6 2222 11.81 1 3333 1835
DR4 7 2333 1244 6 2222 11.81 1 3333 1835
DR5 0 000 0.00 0 0.60 0.00 0 0.00 0.00
DR7 4 1333 6.91 4 1481 7.70 0 0.00 0.00
DR8 9 3000 16.33 8 2963 16.11 1 3333 1835
DR9 0 000 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DR10 2 667 3.39 2 7.41 337 0 0.00 0.00
DR11 4 1333 6.91 4 1481 7.70 0 0.00 0.00
DR12 2 667 3.39 2 7.41 3.77 0 0.00 0.00
NDR13 2 667 3.39 2 7.41 3.77 0 0.00 0.00
DR14 1 3.33 1.68 1 3.70 1.87 0 0.00 0.00
DR15 4 1333 6.91 4 1481 7.70 0 0.00 0.00
DR16 1 3a3 1.68 1 3.70 1.87 0 0.00 0.00
DR17 12 4000 20.16 11 4074 2057 1 3333 1835
DR18 3 1000 513 2 7.41 3.77 1 3333 1835
DRX 2 667 3.39 1 3.70 1.87 1 3333 1835
DQ1 1 3.33 1.68 1 3.70 1.87 0 0.00 0.00
DQ2 15 50.00 2929 14 5185 3061 1 3333 1835
DQ4 11 3667 20.42 9 3333 1835 2 6667 4226
DQ5 8 2667 1437 8 2963 16.11 0 0.00 0.00
DQ6 5 16.67 8.71 4 14.81 7.70 1 3333 1835
DQ7 11 3667 20.42 10 37.04 20.65 1 3333 1835
DQ8 2 667 3.39 2 7.41 3.77 0 0.00 0.00
DQ9 0 000 0.00 0 0.00 0.00 0 0.00 0.00
DQX 7 2333 1244 6 2222 1181 1 3333 1835



CUADRO 26

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA-DR Y DQ EN LOS PACIENTES
CON AUTOANTICUERPOS ANTI-La

ANTIGENO ADULTOS

N FA.% FG.%

12
DR1 3 2500 13.40
DR4 4 3333 1835
DR5 0 0.00 0.00
DR7 0 0.00 0.00
DR8 2 1667 8.71
DR9 0 0.00 0.00
DR10 1 8.33 4.26
DR11 1 '8.33 4.26
DR12 1 833 426
DR13 0 0.00 0.00
DR14 1 8.33 4.26
DR15 4 3333 1835
DR16 0 0.00 0.00
DR17 6 5000 2556
DR18 0 0.00 0.00
DRX 1 833 4.26
DQ1 1 8.33 4.26
DQ2 6 5000 29.29
DQ4 3 2500 1340
DQ5 4 3333 1835
DQs6 4 3333 1835
DQ7 3 2500 13.40
DQs8 2 1667 8.71
DQ9 0 0.00 0.00
DQxX 1 8.33 4.26



CUADRO 27
DIFERENCIAS ENTRE LOS NINOS Y ADULTOS CON LED CONSIDERANDO EL
PERFIL HLA CLASE Il PARA CADA AUTOANTICUERPO

ANTIGENO AUTOANTICUERPO X2Y P RR
DR8 RNP 4.18 0.04 025
DR4 PLP 5.85 0.009 0.13
DRI12 PLP 4.00 0.05 0.2481
DQ4 Ro 5.46 0.009 5.85

Nota bstos antigenos estan incrementados solo en nifios.



CUADRO 28
CONTROL GENETICO DE LOS AUTOANTICUERPOS

AutoAg AutoAg
Ag-HLA  (++M+-)  (--~4) X2Y RR
DNA, (T) DR7 15/82 6/16 2.6292 04769
n=119 DR13 0/97 8/14 43.83621  0.0087
DR17 31/66 6/16 0.0301 1.224
DQ2 37/60 /11 1.5979 06198
DQ5 2772 6/16 0.1711 0.8928
RNP, (T) n=92 DR14 1/39 0/52 0.0175 3.9873
RNP, (N) DR7 2/4 3/41 17.662 43.47
n-30 DR8 33 16/28 0.U389 1.7273
Sm, (T) DR12 5/32 1/52 3.0496 5.9231
n=90 DRI3 1136 6/47 3.6176 0.3003
DR15 9/28 5/48 2.6316 29394
DQ6 10/27 7/46 1.8889 2.367
DQS 7/30 1/52 5.8433 8.6066
Sm, (N) n-30 DRI12 413 0/23 4.08 16.63
DQS8 4/13 0/23 4.08 16.63
PLP, (T) n-116 DR11 635 7/68 0.3106 162723
DRI5 10/31 7/68 3.6765 30444

DQ7 13/28 29/46 0.8980 1.8696



CUADRO 28
(CONTINUACION)

Autm:g AutoAg

Ag-HLA (++4-)  (--I-4) X2y RR
PLP, (N) n=50 DQI1 3/18 1/28 0.7501 3.59
Ro, (T) DR15 426 5/55 0.1389 1.7136
n=90 DR17 12/18 15/45 1.4881 1.9834

DQ2 15/15 17/43 3.2065 2.4857
DQ6 11/19 12/48 2.1098 2.2882
Ro, (N) DRS 12 5/42 0.0658 4.6364
n=50 DQ4 2/1 17/30 0.1451 2.9048
La, (T) DR17 6/6 9/19 0.5079 2.0526
n=40 DQ2 6/6 11/17 0.0779 1.5217
DQé6 4/8 325 1.6162 3.8257

++ = Autoac +, Ag HLA +; + -= Autoac +, Ag HLA -
Autoac -, Ag HLA . - - = Autoac -, Ag HLA -
T= Total de pacientes, A= Adultos, N= Niiios

1.-Lap- <0.00001; 2.- La p= 0.00003: 3.- La p=0.01



con una X2Y=5 85, p=0.009 En el cuadro 25 se describe la distribucion para autoanticuerpos anti-Ro
Los antigenos aumentados en adultos son DR7. DR11. DQ2 v DQS vy los observados en nifnos son
DRI18, DQ4 v DQ6. Al efectuar el analisis solo permanece una asociacion con el DQ4 (X2Y=5 46,
p=0.009)

En resumen las diferencias entre nifios y adultos son las sefaladas en el cuadro 27 para cada
autoanticuerpo pues son las unicas que alcanzaron significancia estadistica De modo que los gene Ir que
conducen la respuesta autoinmune en mexicanos son los siguientes que curiosamente se hallan
significativamente aumentados en los nifics con respecto a los adultos. Para PLP DR4 y DR12, para Ro
DQ4 y para RNP DR8. No se encontré ninguna disminucion entre nifios y adultos con respecto a los
anti-Sm, anti-ANA y anti-DNA. Per Gltimo no se pueden analizar los anti-La pues estos solo se
determinaron en adultos Sin embargo lo que resalta son las frecuencias elevadas con respecto a los
sanos de DR 15 (FG=9.88% en sanos vs FG=18.35% en pacientes) y DR17 (FG=4.87% en sanos vs
FG=25 56% en pacientes).

Por ultime of cuadro 28 muestra un resumen de la presencia de genes Ir que determinan la expresion
de los diferentes autoanticuerpos, pues aqui se expresan los resultados de la presencia o ausencia del
anticuerpo respectivo en presencia v ausencia del antigeno en cuestion. El cuadro indica que existen los
siguientes genes Ir: Es evidente que no solo hav genes de susceptibilidad al LED sin que la enfermedad
es inmunologicamente heterogénea pues los genes que gobiernan la sintesis de autoanticuerpos son: En
pacientes adultos, para anti-DNA DR7 Y DR13 (X2Y=43.83, RR=0 0087). DR17 v DQ2, para Ro DQ2
y para PLP DRI1S, sin embargo solo para anti-Sm el DR12 da un RR=2.6 y los otros tienen una
asociacion marginal en el limite de la significancia a excepcion del DQ8 (X2Y=5 843, RR-8 60) En
nifios es importante la participacion del DR7 en sintesis de anti-RNP con un (X2Y=17 66, RR=43 47)
Para los Sm parece que DR12 y DQS son parcialmente responsables con un valor de RR=16.0 para

ambas (cuadro 28)



VIII DISCUSION

Este es uno de los trabajos mas relevantes que se llevan a cabo en una enfermedad cuya etiologia,
como ya se ha dicho desde el inicio, es compleja por su gran heterogeneidad clinica, de patogenia
inmunologica y de participacion genética. E! estudio tuvo como objetivo central el contribuir al
conocimiento de esta complejidad, tratando de discernir cuales son las marcadores genéticos del MHC
que precipitan la enfermedad y cuales son las manifestaciones clinicas y el patron de autoinmunidad
mas importantes, haciendo énfasis en saber si ¢l LED infantil es distinto al de adultos y en conocer sus
relaciones genéticas. Ademas. el analisis en la poblacién mexicana del perfil genético y su correlacion
con los parametros estudiados fue uno de los aspectos principales del trabajo, pues la investigacion de
las enfermedades autoinmunes en el contexto étnico ha demostrado claramente que la susceptibilidad,
proteccion y control de sintesis de autorrespuestas dainas es distinto dependiendo del fondo racial (6,
108)

Los hallazgos clinicos del grupo incluido. que se hallan en el cuadro 12 indican que es una muestra
amplia, pues del total de pacientes el nimero de adultos de 71 y de 50 de nifios es un tamano que
permite la evaluacion por subgrupos. Clinicamente no se ven diferencias con respecto a lo informado
en la literatura para otras series en cuanto a la edad premedio, la evolucion o la edad de inicio de la
enfermedad. Valga sefialar que la edad no se traslapa en los dos grupos, pues a pesar de que hay
algunos pacientes en los infantiles que tiene hasta 18 afios, en los adultos el menor tiene 20 anos de
edad También coincide con lo informado, la presencia de una enfermedad particularmente de mujeres
(6, 59, 61, 87 Y 99), aunque no se encontrd ninguna correlacion con el MHC en este aspecto Se
desconoce porqué esta preferencia de sexos, pero los estudios experimentales indicados, han
demostrado que la influencia hormonal es muy importante y las hormonas femeninas aceleran el
padecimiento mientras que los androgenos la retardan, aun cuando parece haber un factor facilitador de
la enfermedad en el cromosoma Y (79). La enfermedad renal, la artritis y el eritema malar predominan
en adultos, como ocurre en la mayoria de los informes (entre el 50 y 85%), excepto en chinos en los

que mas del 90% tienen estas manifestaciones y en blancos de EUA en los que solo el 5% presentan
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este eritema (11) Llama la atencicn que en nifios Ja anemia hemolitica ocurre en un 44% de los casos y
la trombocitopenia es mayor que en adultos Las cifras de anemia son muy bajas en orientales y
caucasicos pero en negros es de 33%, que podria deberse a una mavor sensibilidad en los nifios a los
medicamentos o a que la enfermedad es clinicamente distinta y dependera de la edad en la que el
paciente inicia para observar el compromiso de distintos organos, También debe considerarse que los
pacientes en esta serie pertenecen a un medio socioeconomico bajo. pues provienen de Instituciones de
asistencia social que reciben a enfermos de bajos recursos. Esto puede agudizar ciertos signos como la
anemia, leucopenia y otros asociados con la desnutricion y la frecuencia de infecciones. La
fotosensibilidad probablemente se debe a un rasgo étnico, pues ésta es mas comun en caucasoides que
en mexicanos v no existe en negros, va que ellos tienen una piel mas resistente a los rayos ultravioleta y
los individuos con piel mas scnsible.cumo lo son los caucasoides son mas propensos. Por ultimo, no
queda duda que el LED en mexicanos es clinicamente tan heterogéneo como en otras pobiaciones ( 6,
103, i1), pero los sindromes difieren en su prevalencia, tal vez debido a factores ambientales.

Uno de los aspectos mas impoitaites en ¢l LED ha sido sin duda la produccion de autoaniicue pos.
que como se indica en el cuadro 13 van dirigidos tambien en mexicanos contra una diversidad de
componentes celulares y nucleares propios. Cabe hacer notar que aunque desafortunadamente no se
lograron determinar en todos ellos, se obtuvieron datos en un buen numero de ellos. con excepcion de
los anti-LA que no se obtuvieron en el grupo infantil. Resaltan como los mas fiecuentes los anti-ANA y
los anti-DNA en ambos grupos, los cuales son también los mas comunes en otras series y otras razas
(6. 8, 11) Sin embargo. es notorio que les siguen en orden decreciente los anti-RNP, anti-Sm, anti-
PLP, Ro y La en adultos. en cambio en nifos le siguen los anti-PLP anti-Sm, anti-RNP y Ro. Esta
diferencia puede deberse simplemente al numero de enfermos que se determinaron en ambos grupos,
pues fos Sm. los RNP y los Ro solo se investigaron en 40 adulto Por otro lado. las pruebas se hicieron
en dos liboratonios diferentes y puede haber discrepancias debido a las tecnicas empleadas en cada uno
de ellos No obstante, los resultados permiten por primera vez conocer el patron de autoanticuerpos en
el LED en mexicanos, lo cual es un dato muy valioso  En el unico trabajo hecho en mexico-americanos

que se ha publicado. se estudiaron solo 50 pacientes y de los autoanticuerpos estudiados. se
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encontraron los RNP después de los anti-DNA. lo cual coincide con los hallazgos de este trabajo
Después siguen los Ro  (22%) en primer lugar, frecuencia similar a los del presente estudio (33%),
seguidos de los La (10%) que aqui se hallan tres veces mas (30%) y en los Sm que ellos informan en un
0%, la discrepancia es realmente significativa, pues en estos pacientes estan presentes en un 40%. Sin
embargo en una publicacion previa hecha por el mismo grupo, en el contexto del X1 Taller
Internacional de Histocompatibilidad (11) se informa una prevalencia del 22.6% de autoanticuerpos
que pueden ser Sm o anti-RNP, de tal manera que estarian muy cercanos a los datos de este estudio

La frecuencia de anti-PLP es muy similar en japoneses, carbes, italianos vy britanicos a la de
mexicanos, pero esto no parece ser debido a factores genéticos, pues son de origenes étnicos muy
distintos cada uno de estos grupos. Mas bien, puede deberse a factores ambientales relacionados con la
predominancia de antigenos exogends con secuencias comunes a la cardiolipina en algunas poblaciones
y en entornos diferentes para cada poblacion.

Con respecto al analisis genético del MHC, es indudable de este estudio que los genes clase 1l juegan
un papel central en la expresion del LED en mestizos mexicanos al igual que en ouos giupus L DK 1
esta indudablemente involucrado como un gen de susceptibilidad al LED en mexicanos, como se indica
en ¢l cuadro 17 y no hay duda de que las secuencias de este antigenc tienen un papel central en el
desencadenamiento de la enfermedad tanto en adultos como en el LED infantil, pues e! analisis
estadistico (cuadro 19) muestra una X2Y muy elevada tanto en el grupo total como en adultos. de
modo que ia p permanece altamente significativa, aun después de corregirla (pc= <00003)  Los
valores de RR de 4.1 v 5.1 respectivamente indican que un sujeto sano portador de este antigeno tiene
de 4 a 5 veces mas probabilidades de desarrollar LED que un sujeto que no lo lleva. En el caso de los
nifos la significancia es menor (p=0.01) y se pierde al corregir el valor de p. Sin embargo, la razon es
probablemente que el nimero de nifios analizados es menor y va que la asociacion es tan intensa, si se
aumentara el numero de mifios. la significancia se reforzaria El otro antigeno que parecena de
susceptibilidad es ¢l DQ2. No obstante, el valor de p es mucho menor (pc=0.02) lo que muestra que el
verdadero gen de susceptibilidad esta en la region DR y no en el locus DQ. Ciertamente, este antigeno

aparcce menos intensamente asociado porque la combinacion DR17-DQ2, se halla en desequilibrio de



enlace no solo en las poblaciones caucasoides. sino también en la mexicana, como se demostro por el
grupo de Gorodezky (41). Es interesante senialar que de los datos existentes en la literatura, que se
resumen en el cuadro 10 de la seccion de la Introduccion, resaltan dos asociaciones fundamentales. El
haplotipo A1-BS$.DR17,DQ2 y el haplotipo DR2 (fundamentalmente con el subtipo DR15)-DQI (con
la variante DQ6), en poblaciones caucasoides principaimente de origen europeo (6, 52, 97, 101. 108)
En cambio, en chinos y japoneses. solo se halla el DRB1*1501 mientras que en poblaciones negras
participan dos alelos del DR15: el *1501 y el *1503 (105). Estos hallazgos permiten investigar cuales
son las secuencias precisas en el nicho del DR17 y de las variantes del DRIS involucradas en el
reconocimiento del o los péptidos que funcionan como autoantigenos en estos pacientes. Los
resultados son compatibles con la hipotesis de que el gen de susceptibilidad para el LED en mexicanos
es de origen caucasoide y no hubo ninguna contribucion al padecimiento, de los genes orientales o
negros estan presentes en la poblacion mestiza de nuestro pais. Estos hallazgos coinciden también con
lo informado por Reveille y col. (82, 84) quienes al efectuar una analisis molecular de los genes clase 1l
informan una asociacion significativa con el DRBI1*0301 que es el gen que codifica para el antigeno
DR17, aqui descrito, aunque la significancia no fue muy intensa en el estudio mencionado de Reveille y
col. seguramente porque sélo incluyeron a 50 pacientes

Otro aspecto sobresaliente de este trabajo es la identificacion de un posible gen involucrado en la
resistencia a manifestar ¢l LED En el cuadro 19 se incluyeron varios antigenos potencialmente
marcadores de este rasgo. Sin embargo, queda claro que solo el DQG puede estar participando en
proteccion, pues la X2Y en el grupo total asi como en ios adultos v en los niflos se mantiene alta y la p
se mantiene significativa después de la correccion en todos los casos (pc= <0 0003, pe= ~0.0003, y
pe= 0.02 respectivamente) Hasta ahora no se habia informado de la presencia de un gen de proteccion
en otras poblaciones, por lo que este hallazgo llama la atencion para hacer ahora una busqueda
intencionada en otros grupos. pues esto permitira reconocer a individuos dentro de las familias con
antecedentes de individuos que estan en muy bajo riesgo de manifestar el LED

Resumiendo estos datos, es importante resaltar dos aspectos. Uno es que estos datos indican

indudablemente la participacion de los genes clase 11 del MHC tanto en susceptibilidad como en
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proteccion, pues no solo se corrigieron las p, sino también se empleo la X2 Yates que hace mas estricto
el analisis estadistico. El segundo aspecto es que es evidente que la enfermedad no es genéticamente
diferente en nifios de adultos, pues son los mismos genes dentro del MHC que son por lo menos
parcialmente responsables de la susceptibilidad (DR17) y de la proteccion (DQ6) en ambos grupos.
Finalmente, los hallazgos constituyen una herramienta muy valiosa para predecir la enfermedad y hacer
diagnosticos tempranos o identificar individuos en alto o bajo riesgo de expresar la enfermedad, sobre
todo en aquellos casos en los que exisien antecedentes familiares de LED. En este sentido, ya se
discutio ampliamente que se ha descrito historia familiar de LED desde 2 hasta 25% dependiente del
grupo racial (6). En este trabajo, no se lograron reunir con fidelidad los datos en historias clinicas de
antecedentes familiares, pero se sabe de un estudio hecho en mexico-americanos, que la historia
familiar de LED es de alrededor del 20% en familiares de primer grado (11).

En cuanto a la presencia de autoanticuerpos, cada vez hay un mayor namero de evidencias de que el
LED es un padecimiento formado de subtipos de autorrespuestas asociadas a los genes clase II del
MHC. Los anti-DNA se han relacionado con algunos antigenos o haplotipos como son los DR17,
DR7-DQ2; DR4-DQS8; DRI3, DR15-DQ6; los cuales se ven en caucasoides, pero algunos aparecen
en las tres razas troncales como son los del DR15 y DR17, datos que se discutieron ampliamente y que
se muestran resumidos en la Fig. 3 de la introduccion (6, 11, 82, 84) En este estudio, cuyos datos se
observan en el cuadro 28, los anti-DNA se hallaron asociados al DR7 y DRI13 sin llegar a la
significancia estadistica (X2Y=262 y 43 83 respectivamente), pero con RR bajos de 047 y 0 008,
sugiriendo una asociacion deébil si se analiza el autoanticuerpo dirigido contra el DNA completo Los
anti-Ro y anti-La se han asociado a los haplotipos DR15, DR13 y DR17, DR7, que también participan
como genes Ir en la respuesta contra DNA y en este grupo de pacientes se encontraron las siguientes
relaciones: Con anti-Ro, DQ2, DQ6 y DR17 estan no significativamente incrementados pero muestran
RR=248, 128y | 98 respectivamente, mientras que el DR15 que tiene una X2Y totalmente NS tiene
un RR=1.7 Estos datos coinciden con lo informado en la literatura y que tambien senala Reveille y col
(82, 84) en su estudio en méxico americanos, aunque tampoco llega a la significancia estadistica. pues

como va se indico. el namero de pacientes incluido por ellos fue pequefio. En nifios se observa una
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asociacion con el haplotipo DR8-DQ4 con riesgos de 4 63 y 2.90 respectivamente, hallazgo que
también fue informado por Reveilie y col en mexico-americanos (84). La expresion de los anticuerpos
anti-La parecen estar parcialmente condicionados por los antigenos DR17 y DQ6, pues aunque la
estadistica no muestra significancia los riesgos son de RR=2.05 y 3.8 respectivamente, indicando que
probablemente la mismas secuencias del nicho de DQ y de DR que se observan en poblaciones blancas,
son las responsables de la union a diferentes fracciones del DNA. También es importante hacer notar,
que cuando se analizan los autoanticnerpos contra fracciones, empiczan a surgir las asociaciones,
demostrando que los genes Ir son para reconocer epitopes definidos de secuencias pequeiias dentro de
toda la molécula del antigeno. Si bien los anti-Sm se han relacionado con DR12, DR13, DR15 y DQ6,
una hallazgo de interés de este trabajo es la asociacion clara con DQ8 (X2Y=5.84) con una p=001 y
un riesgo bastante alto de 8.6, lo cual indica que en mexicanos este es un factor muy importante de
riesgo para la sintesis de autoanticuerpos aunque también hay una participacion no significativa del
DR15 v DQ6 (con un RR de 2.93 y de 2.36) que se observa en caucascides y negros. Los anticuerpos
contra RNP mostraron genes Ir en las moléculas del DR14 con un RR=3.98 v del DR7 con una
significancia muy elevada (p=0.00003) y un riesgo sumamente incrementado de 43 4 El grupo de
mexico-americanos también muestra el haplotipo DRB1*0701-DQB1*0201, pero ellos encuentran una
asociacion mas fuerte con el alelos que corresponde al DQ8, tal vez por el grado de heterogeneidad
¢tnica un tanto diferente al de los mestizos de México. Por altimo. las siguientes secuencias participan
en el control de la sintesis de los anticuerpos contra PLP: DR11 con un RR=3.59 en nifios y DR15 que
muestra una participacion en el limite (p=0.05) y un riesgo medio de 3.59.

En resumen, las asociaciones HILA con las diferentes autorrespuestas en el LED, existentes en los
distintos grupos étnicos estudiados hasta ahora. sugieren fuertemente que los genes HLA son en
realidad candidatos importantes como genes Ir que controlan la sintesis de autoanticuerpos. El analisis
de las secuencias ha demostrado como también se observa de los datos de este trabajo. que las
posiciones 14 y 70 de la cadena DQBI y la 34 y 76 en DQAIl son probablemente sitios

complementarios de union a secuencias de los péptidos del DNA que conforman al Ro y al LA La
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posicion 57 en DQB1 es crucial para RNP y Sm y las posiciones 71-77 modulan la respuesta contra los
fosfolipidos

En conclusion, los resultados de la exploracion de la participacion del MHC en el LED en mexicanos
indica que la enfermedad es tan heterogénea como en otras series tanto desde el punto de vista clinico
como inmunologico. La expresion de la enfermedad "per se”, depende por lo menos en parte de los
genes que codifican para el DR17 (DRB1*0301) y la resistencia de un gen en la region DQ, cercano al
[3Q6. Por otro lado, la sintesis de autoanticuerpos diversos es el resultado de la presencia de genes
particulares en los individuos susceptibles, pues si bien un portador del DR17 tiene un riesgo alto de
manifestar LED, también podra desarroliar anticuerpos anti-DNA, anti-Ro y anti-La. Si es portador del
DQ6 y/o DOS estara en riesgo de producir anti-Sm. Si es portador del DR15 y DR11, la sintesis se
dirige a los anticuerpos anti-PLP. El DR8 y DQ2 condicionan la sintesis de anti-Ro, DR12, DR13 Y
D08 la de Sm y DR14 y DR8 la de RNP, con un riesgo mayor si llevan al DR7. Las secuencias del
DQ6 se asocian a péptidos del Sm y Ro de la molécula de DNA.

Con estos resultados, habra que investigar cuidadosamente las secuencias que participan para dejarle
accesible al TCR, las secuencias que éste reconocera especificamente para desencadenar una respuesta
de gran afinidad, ocasionando la respuesta autoinmune.

Una importante leccion de estos hallazgos es que ahora se podran investigar en familias con
antecedentes de LED a los individuos que se hallan genéticamente en riesgo de manifestar la
enfermedad, de modo que se podra predecir muy tempranamente. si un individuo tiene posibilidades de
enfermarse. Mas relevante, es el hecho de determinar autorrespuestas en estas familias y seguir la
sintesis de autoanticuerpos en individuos que a0n no manifiestan el LED, pero presentan
autoanticuerpos. Con esto. se podran hacer diagnosticos tempranos, seguimiento de sujetos que
producen autoanticuerpos y tal vez, iniciar terapias o métodos profilacticos para retardar la instalacion
del LED o para hacerla una enfermedad menos severa La investigacion molecular detallada de los
genes DRBI, DQAI y DQBI, asi como los defectos en los genes del TCR v el analisis de los peptidos
de cada uno de los antigenos desencadenantes de la autoinmunidad. es el paso obligado para conducir

al manejo inmunogenético de estos pacientes.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Los hallazgos clinicos en el LED muestran una enfermedad tan heterogénea como lo ya descrito en
comparacion con lo que se tiene en la literatura, pues los adultos presentan dafio renal, artritis y eritema
malar y los nifios manifiestan dafio renal, artritis y anemia hemolitica. El unico dato que llama la atencion
es la ausencia de anemia hemolitica en adultos.
2 La mayoria son pacientes femeninos (94.2%), como en otros estudios sugiriendo una influencia
hormonal como desencadenante del LED.
3. Los autoanticuerpos van dirigidos contra una diversidad de componentes y su prevalencia es
ligeramente diferente entre adultos y ﬁﬁos. Los anticuerpos anti-ANA y ani-DNA se hallan con mayor
frecuencia en ambos, pero en los adultos le siguen los anti-RNP, anti-Sm, anti-PLP, anti-Ro v anu-La,
mientras que en los nifios le siguen los anti-PLP, anti-Sm, anti-RNP y anti-Ro, lo cual probablemente se
debe a eventos inmunologicos relacionados con la edad.
4 El perfil genetico del complejo HLA demostro que el gen de susceptibilidad en el LED es el DR17.
La asociacién menos intensa con el DQ2 demuestra que las secuencias responsables estan en el locus
DR y que el DQ2 aparece porque estos dos antigenos se encuentran en desequilibrio de enlace.
S Se observo la presencia de un gen de probable proteccion en la region DQ, pues el DQOG esta
significativamente disminuido en ambos grupos, lo que sugiere que un sujeto portador de este antigeno
tiene menor riesgo de expresar el LED.
6 La enfermedad en México no es diferente genéticamente en nifios de adultos y las diferencias clinicas
o inmunologicas se deben probablemente a aspectos relacionados con el desarrollo, desnutricion y otros
factores exogenos.

n la region DRy DQ existen secuencias que controlan la sintesis de autoanticuerpos para ciertos
componentes conio son el DNA para el cual DR7 y DR17 tienen complementaridad Ciertos peptidos
del DNA como Ro y La. desencadenan autorrespuestas en presencia de DQ2. DQ6 y DR17 Sm se

reconoce en el contexto del DO8 y los RNP se asocian a secuencias del DR14 y DR7
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8 Los hallazgos permiten identificar tempranamente a sujetos en riesgo de expresar ¢l LED. cuando hay
antecedentes familiares de la enfermedad Ahora se podra hacer un seguimiento de la presencia de
autoanticuerpos como marcadores predictivos en sujetos aparentemente sanos de familias con
antecedentes de enfermedades autoinmunes

9. Con el conocimiente del perfil genético v su correlacion inmunclogica se facilita la identificacion

temiprana. el tratamiento oportuno v en el futuro la terapia génica
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IX APENDICE

1. MATERIAL

Fibra de nvlon. Fenwal Laboratories

Frascos de vidrio de 50 2 100 ml

- Jeringas Estériles (10 'Y 20 ml)

- Ligadura

Microjeringas sencillas multiples de 50 y 250 ul (Robbins Scientific Corporation)
- Microplacas de Terasaki para microcitotoxicidad 3034 (Rubbins Scientific Corporation)
- Pinzas

- Pipetas graduadas (5 y 10 ml)

- Pipetas pasteur

- Popotes de plastico

- Portaobjetos Clay Adamas, Cold Seal No. 3021

- Torundas

- Tubos de vidrio de 13 x 150

- Tubos Fisher, (Robbins Scientific Corporation)

- Portaobjetos desechables para microplacas

- Camara de Newbauer

2. EQUIPO

- Balanza granataria, Harvard Trip

- Centrifuga Fisher, modelo 59

- Centrifuga refrigerada, modelo PR-2

- Estufa a 370C

- Microscopio invertido, American Optical, Biostar
- Microscopio optico, E. Letz W. Nr. 532147
- Potenciometro

Vortex Mixer 60085

Congelador de -20°C

Ultracongelador

- Retrigeradores

1.3 REACTIVOS

Aceite mineral

Alcohol al 96%

Antibioticos:
Penicilina G sodica (ampolleta de 1,00,000 UT) con una concentraciopn de 100U/ml
Estreptomicina (ampolleta de 1 gr.) con ampolleta de 5 ml. de agua tridestilada estéril

Azul de tripano
Pesar 5 gr. de eosina amarilla en 100 ml de agua, ajustada a un pH de 7.2.

Formol, solucion saturada (Reactivo al 34%)
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Heparina 1000 U/ml: (1,000,000 u (180 U/mg)

Se pesan 550 mg de - heparina y se disuelven en 100 ml de agua tridestilada. Se
esteriliza por filtro milipore usando un pero de 0.22 u. Se distribuye en frasces estériles en alicuotas de
10 ml. Se tapan con tapon de hule y retapa metalica y se guardar en refrigeracion a 4°C hasta su uso
Medio RPMI 1640
Anfadir el contenido de un sobre de medio RPMI en un matraz
erlenmeyer que contenga 950 ml de agua tridestilada. Agitar suavemente hasta que se disuelva por
completo. Afiadir 2 gr. de bicarbonato de bicarbonato de sodio y aforar a 1000 ml. Ajustarel pHa 0.2 -
0.3 unidades por debajo del, pH deseado (el pH aumenta de 0.1 a 0.3 unidades después de la
filtracion). Usar NaOH o HCI IN para ajustarlo. Mantener perfectamente tapado el matraz hasta que se
filtre. Esterilizar por milipore (0 22 u). distribuyendo en frascos estériles de 100 ml v sellar con tapon
de hule y retapa metalica. Guardar hasta su uso a 49C y protegerlo de la luz
Solucién balanceada de Hanks normal

Se hidrata el polvo con agua tridestilada y se afora a 1 litro, se ajusta a un pH de 7,2 v se esteriliza por
filtro milipore (0.22 u). Distribuir en frascos estériles de 100 ml, colocar tapones de hule y retapas
metalicas v guardar en refrigeracion a 4°C en la obscuridad.
Solucion de Ficoll-Hypaque
Solucion de Hepes (SIGMA, No. H-3375) al 1M, pH 7.2 (Lymphoprep)
Disolver 23 gr de hepes en 70 ml de agua tridestilada ajustada a un pH de 7.2 NaOH 5N Complctar a
100 ml de agua tridestilada. Esterilizar en autoclave a 15 Lb (120°C).
Suero AB
Reactivos anti-HLA

13 DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS. (15, 20).

a) Determinacion de Autoanticuerpos contra DNA Nativo mediante la Téchica de Inmunofluorescencia
Indirecta con Crithidias sp.

Reactivos

Medios de Cultivo: Medio NNN
A. Solucion Madre de Ringer (en 1 litro)

NaCl................... SRR (1
CaCl... R DB
14 ) R s SO B

Para usarla, diluirla 1:10 con agua neutra esten!_

B. Agar sangre:

Agar puro (Bacto-agar o agar nutritivo) ... l4g
Agua destilada ... ... .. 900 ml
NaCl .. . . . og

Sangre de conejo destlbrmada ............. = 2-3%

NaOH .. IN
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Preparacion

| Se afade el agar y el NaCl al agua destilada, se lleva al punto de ebullicion se deja enfiiar entre 569 y
609C y se neutraliza con NaCl IN.

2 Se preparan las alicuotas del medio y se esteriliza en autoclave a 12 b de presion por 30 min y se
colocan en refrigeracion hasta su uso.

Medio

I Se funde una alicuota de agar se deja entriar a S0-00VC. Se anade la sangre de conejo desfibrinada, en
un ambiente estéril y se mezcla bien hasta tener la concentracion de 2-3%.

2 En tubos estériles se agregan 5 ml de medio de agar-sangre y se inclinan. Cuando se ha solidificado se
refrigera durante 12 hrs. Se incuban los tubos por 24 hrs a 379C para ensayo de esterilidad.

3 Agregar a los tubos la solucion de Ringer diluido 110 con agua destilada estéril.

4 Resembrar una alicuota de la cepa disponible (0.4 ml). Dejar los tubos en incubacion a 22 - 25°C por
15 a 20 dias.

Preparacion de laminillas

Un tubo con la cepa se centnfuga a 3000 g durante 10 mun, se desecha el sobrenadante y se lava 3
veces con PBS a pH 7 2. Se resuspende el boton con 0.2 ml de agua destilada estéril y se coloca una
gota de la suspension en la laminilla. Se deja secar y se fija con étanol al 96% por 10 min y se guardan
en envases cerrados a -209C hasta su uso

Cepas de Crithidias sp.
PBS pH 7.2 (Solucion madre) :
Solucion A, NapHPO4 0.1 M:

NapHPO4 ... . e T 142¢

Agua destilada ... ... s D
Solucion B.  NaHoPO4 0.1 M

NapgHPO4 . .. . ... ... 138 ¢

Agua destilada | litro

Mezclar solucion A mas B:

Solucion A . . 71.5ml
Solucion B ; 28 S ml
Solucion Salina 0 85% 900 ml

Se regula el pH a 7 2 con ayuda de las soluciones madre.
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Glicerina Amortiguada
A. Amortiguador de fosfatos pH 8.0:
Solucion A . s DA T
Solucion B . cnpsrsony ogml
Correccion del pH con NaOH lON
A 9 ml de glicerina se lc afiade 1 ml de amortiguador de fosfatos pH 8.0. Se mezclan y conservan en
refrigeracion.

b) Determinacién de Autoanticuerpos por el Método de Inmunofluorescencia Indirecta

1. Preparacion del Polvo de Higado

El higado de cobayo, rata o raton se homogenizan en una licuadora por dos min con un volumen igual
de solucion salina y se filtran a través de seda. Al filtrado se le adicionan 4 volimenes de acetona fria. Se
centrifuga a 2000 rpm durante 10 min. Lavar el precipitado con SSF hasta que el sobrenadante quede
libre de hemoglobina (4-5X). Finalmente se lava con agua destilada y 3-4 veces con acetona para
completar la deshidratacion. Se coloca el polvo a 37°C por 24 hrs, se muele en un mortero y se
almacena en tubos con tapon de rosca a 4°C.

2. Antisuero
1. Reconstituir el antisuero fluoresceinado convencional con el diluyente que trae el equipo.
2. Absorber con polvo de higado de rata:
a) 100 mg/ml (0.5 g por 5 ml)
b) Para reducir pérdida del volumen del conjugado, el polvo de higado se humedece con unas gotas de
amortiguador de Coons.
c) Dejar en frio (hielo) 45 min con agitacién cada 10 min.
d) Centrifugar a 2000 rpm durante 10 min y separar en alicuotas de 0.1 ml y congelar a -70°C.
Se diluye con PBS 1:4* antes de suuso.  * Debe titularse el antisuero antes de su dilucion.

3. Amortiguador de COONS pH 7.2

5,5 dietilbarbiturato de sodio ... ... ....... ..206g
Clorurodesodio ...................ccoiivicee. 85 g

Acido clorhidrico ... 80.6 ml
Aguadestilada ..o lievar a § litros

Diluir con agua destilada 1:2 antes de ser usado.

4. Amortiguador de glmna 0 M pll 8.6

Glicina .. S R Gy SR - [N
Hldro*udo de sodlo TSNS NGNS | 7 1 |
Cloruro de sodio e et 17 g
Azida de sodio 1 g
Agua destilada ... cee ... aforaral litro

Diluir 1:3 con glicerol antes de usarse.
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S. Amortiguador de fosfatos {PBS}pH 7.2

Cloruro de sodio ........... .. e 858
THEC M
7 £ T S e, 248 g
Aguadestilada ... ... ... .. oo ... aforaral litro

6. Cortes de Higado

1. Hacer cortes de higado de rata con microtomo y sumergirlos en buffer de fosfatos 0.1 M con
formalina 10% Guardar a -70°C  Después se fijan los cortes con acetona al 100% durante 10 min.

Para preparar el amortiguagor de fosfatos

KH2PO405M ... . .. ... 6804gl-1 IR o))
Na2HPO4 05 M o ... 7099glL-1 ... . 608ml
Agua destilada .. ... ... e llevar 1 litro

Formalina : formol al 37% con agua destilada.

¢) Determinacion de Autoanicuerpos anti-PLP, anti-RNP, anti-Ro, anti-La y anti-Sm Mediante el

Andlisis de Inmunoabsorcion Enzimatica (E1.ISA).

Fase solida (Tubos o placas de poliestireno)

Solucion de antigeno, que consiste de el suero problema.

Suero humano normal

Suero humano positivo.

Solucion de conjugado (IgG de cabra anti-inmunoglobulinas totales).

Sustrato: 100 ml de amortiguador de citratos pH 5 + 40 mg de ortofenilen-diamina + 40 ul
H70, al 30% en obscuridad.

7 Amortiguador de recubrimientos (Carbonatos 0.1 M pH 8.6).

8 Amortiguador de salina fosfatos 0.01 M pH 7.2 adicionado de Tween 20 (PBS-T)
9. HyS048 M.

10. Bomba de vacio y estufa a 370C

R s

it



X. BIBLIOGRAFIA

I Abbas AK. Lichtman AH y Pober JS. Immunologic Tolerance and the Regulation of Immune

Responses. En: Cellular and Molecular Immnunology. Eds. Abbas AK, Lichtman AH y Pober IS
Filadelfia, Pensilvania. 1991.209-215.

2. Albert ED, Baur MP y Mayr WR. Histocompatibility Testing. Proceedings of the 9th International
Histocompatibility Workshop. Alemania/Viena. Springer-Verlag, Berlin.1984.

3 Alvarelios A Ahearnm JM, Provost TT. Relationships of HLA-DR and MT antigens to autoantibody
expression in SLE. Arthritis Rheum, 1983.26:1533-1535.

4. Amos DB y Bach FH. Phenotypic expression of the mayor histocompatibility locus in man (HL-A):
Leucocyte antigens and mixed leucocvte culter reactivity. J Exp Med. 1968.128:623-637.

5. Amett FC, Bias WB y Reveille JD. Genetic studies in Sjogren syndrome and systemic lupus
erythematosus. J. Autoimmun. 1989. 2:403-413. )

6. Arnett FC y Revielle JD. Genetics of systemic lupus erythematosus. Rheum Dis Clin North Amer
1992 18:865-892

7. Balner H, Cleton FL y Eernisse JG, eds Histocompatibility Testing 1965 Proceedings of the 2nd
laternat. Iistocompat. Workshop., Munksgaard, Copenhagen Eds Van Rood JJ, Van Leeuwen A
Shippers MJ, Vooys WH, Frederiks E, Balner H, Eernisse JG. Munksgaard, Copenhagen. 37-50.

8 Bautista MN. Tesis de Licenciatura de Bilogia. "Factores de susceptibilidad genética y genes de
respuesta inmunologica ligados al MHC en la Tuberculosis". UNAM. Mexico, D F. 1993 .34-59

9 Beatty PG, Mickelson EM. Histocompatibility 1991. Transfusion.1991,31:847-856
10 Bettinotti MP, Hartung K, Deicher HRG, Keller E, Mikschl S, Albert E. DR2 haplotypes (DRB1,
DQAT. DQB1) associated with systemic lupus erythematosus. Immunogenet. 1993 20:259-266

Il Bias WB, Hochberg RH McLean RH y Machan C. Systemic lupus erythematosus joint report. HLA
1991 Worshop and Conference. Eds. Tsuji K, Aizawa M y Sasazuki T. Springer-Verlag, Oxford. Vol 1
1992 740-745.

12 Bjorkman PJ, Saper MA, Samaroub B, Nennett WS, Strominger JL, Willey DC. The foreign antigen

binding site and T cell recognition region of class I histocompatibility antigens. Nature 1987
329:506-518.

13. Bodmer JG, Marsh SGE, Albert ED, Bodmer WF, Dupont B. Nomenclature for factors of the HLA
system. Tissue Antigens. 1992.39:1-13

109



14. Bodmer WF, Batchelor JR, Bodmer JG, Festenstein H y Morris PJ. Report of the 7th International
Histocompatibility Workshop and Conference. Oxford England Munksgaard, Coopenhagen. 1977

15, Bodmer G, Marsh GE, Albert ED, Bodmer WF, Dupont B, Erlich HA, Mach B, Mayr WR. Parham
P. Sasazuki T. Th Schreuder GM, Strominger JL, Svejgaard A y Terasaki PI. Nomenclature for factors
of the HLA system, 1994. Tissue Antigens 1994,44:1-18

16 Bodmer JG, Marsh SGE, Albert ED), Bodmer WF, Bontrop RE, Charron D, Bo Dupont, Erlich HA,
Mach B, Mayr WR, Parham P, Sasasuki T, Schreuder GM, Strominger JL, Svejgaard A y Terasaki P.
Nomenclature for factors of the HLA system. 1995 Hum Immuncl 1995 43149-164

17. Botero C. y Mejia SC. Manual de practicas en inmunologia Instituto Nacional de Pediatria.
Departamento de Inmunologia. 1992

18 Braciale JT y Braciale LV. Antigen Presentation: Estructural themes and functional variations.
Immunol. Today. 1991, 12: 124-129.

19 Brown JH, Jardetzky TS, Gorga JC, Stern LJ, Urban RG, Strominger JL, Wiley DC. Tridimensional
structure of the human class II histocompatibility antigen HLA-DR1. Nature 1993 364:33-39.

20. Ceppellini R, Curtoni E S, Mattuiz P L Miggiano V, Scudeller G y Seirs A Genetics of leucocyte
antigens: A family study of segregation and linkage En: Curtoni E S Mattiuiz P L v Tosi R M
Histocompaubility Testing. Munksgaard, Copenhagen. 1967 pp. 149-187

21. Cohem AS, Reynolds WE, Freanklin EC, Kulka JP, Polpes ML, Shulman LE y Wallace SN.
Preliminary criteria for the classification of systemic lupus erythematosus. Bull Rheum. Dis
1971.21:643

22. Coligan EJ, Kruisbhek AM. Morgulies DH. Sevach EM. Streber W Current Protocols in
Inmunology. Vol 1. Eds. NIH. NIAID, Bethesda Maryland. 1991

23 Colombani J, Colombani M, y Dausset ] Non-complement-fixing 1gM antibidies whith ant-HL-A2
specificity and blocking activity Transplantation 1973 16:257 260

24 Cowland JB, Andersen V. Halberg P, Morling N. DNA polymirphism of HLA class 11 genes in
systemic lupus erythematosus. Tissue Antigens. 1994.43:34-37.

25 Dausset ] y Nenna A Presence d'une leucoagglutinine dans le serum d'un cas ¢ agranulocviose
chronique C R Soc Biol (Panis) 1952 146 1539-154]

26 Dansset ] Leuco-agglutinins IV Leucoagelutinins & blood transfusion. Vox Sang 1954 4-190-108

27 Dausset J [so-leuco-anticorps Acta Haematol (Basel) 1958 20:156-166

110



28. Dausset J. Ivanyi, Ivanyi D. Tissue alloantigens in humans: Identification of a complex system (Hu-
1). En: Histocompatibility Testing. Eds Balner H, Cleton FL, y Eernisse JG. Munksgaard, Copenhagen.
1965. pp. 51-62.

29. Davatchi F, Nikbin B, Ala F. Histocompatibility antigens (HLA) in rheumatic disease in Iran, J
Rheumatol. 1977.4 (Suppl 3):36-38.

30. Dong RP, Kimura A. Hashimoto H. Akisuki M. Nishimura Y. Sasazuki T. Diference in HLA-linked

genetic background between mixed connetive tissue disease and systemic lupus erythemathosus. Tissue
Antigens. 1993:41;20-25.

31. Dupont B. Inmunobiology in HLA. Proceedings of the 10th International Histocompatibility
Workshop and Conference. Princeton/Nueva York. Springer-Verlag 1987.

32. Dyer P. y Warrens A. Design and Interpretation of studies of the Major Histocompatibility Complex
in disease. En: HLA and Discase. Ed. Robert Lechler. Academic Press, Londres. 1994. pp. 93-113.

33. Erlich. AH. HLA Class 1l Gene Pclymorfism: DNA Typing, evolution and relationship Aspects of

the Major Histocompatibility Complex Eds. Moulds FKJ, Garner RJ. American Association of Blood
Banks. Arlington. 1989, pp. 101-104.

34. Fathman GC. Immunotherapy of rheumatic disease genetic predisposition to the development of
these diseases. Rheum Dis Chin North Amer. 1992, 18:915-926.

35. Fraga A, Gorodezky C, Lavalle C, Castro EL, Magafia A y Escobar GA HLA-B27 in Mexcican
patients with ankylosing spomdylitis. Arthritis Rheum. 1979,22:302-304.

36. Fye HK y Sack KE. “ Rheumatic Disease”. En: Basic and Clinical Immunclogy. Eds Stites DP. San
Francisco, Ca. 1994 pp 387-411.

37. Germain RN. The biochemistry and cell biology of antigen, processing and presentation. Ann. Rev
Immunol. 1993. 11: 403-450.

38. Goday A "Endocrinologia" En: Medicina Interna. Eds. Farreras PV y Rozman C. DOYMA
Barcelona. 1992. pp. 1240-1270.

39. Gorer PA. Lyman and Snell GD. Studies on the genetic and anigenis basis of tumour transplantation

Linkage between a Histocompatibility Gene and "Fused" in Mice. Proc. R. Soc. Lond. Biol. 1948.135:
499-5051.

40. Gorodezky C. Flores J. Arevalo N. y Castro LE. Tuberculoid leprosy in Mexicans is associated with
HLA-DR3. Lepr Rev, 1987. 58: 401-406.

41. Gorodezky C. Variacion genética del MHC en la poblacién mexicana. Histocomp Latamer.
1988.1:8-21.

111



42. Gorodezky LC. Genes de susceptibilidad y supresién inmunolégica ligados al MHC en la lepra
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN México. D F | Tesis Doctoral 1989,

43 Gorodezky C. La Inmunogenética en las enfermedades reumaticas En: Reumatologia Pediatrica. Ed.
R. Rodriguez SR. Mc Graw Hill. México. 1994. pp. 21-36.

44. Gorodezky C. Genetic difference between Europeans and Indians: Tissue and Blood Types. Allergy
Proc. 1992 13:243-250.

45 Gorodezky C Metodos para el analisis estadistico del complejo HLA Real Academia de Ciencias
de Espafia. 1993.

46 Gorodezky C. Papel de la Inmunogenética en la distribucion y frecuencia de las Enfermedades
Tropicales. En: Las Enfermedades Tropicales en México, Diagnostico, Tratamiento y Distribucion
Geografica. Ed. Valdespino JLV, Velasco C, Ibafiez B, Del Rio A, Escobar GA. 1994.

47 Gorodezky C. Manual de Técnicas del XIV Curso Teorico-Practico de actualizacion en
Histocompatibilidad Departamento de Inmunogenetica. INDRE, SSA. 1995. pp. 50-56, 76-79

48 Gorodezky C, Olivo A, Debaz H, Rodriguez L, Altamirano N, Juarez V, Robles C. Los mecanismos
moleculares de susceptibilidad y proteccion dependiente del MHC en la Diabetes Tipo 1 en mexicanos.
Gaceta Médica Academia Nacional de Medicina p 105-402 1003 FN PRFNSA

49. Goldberg MA, Arnett FC, Bias WB, Shulman LE. Histocompatibility antigens in systemic lupus
crythematosus. Arthritis Rheum. 1974.19:129-132.

50 Gomez-Reino JJ, Martinez-Lazo J, Vicario JL., paz-Artal E. Aragon A, Martin-Villa JM, Deluan
MD, Pérez-Aciego P, Arnaiz-Villena A Immunogenetic of systemic lupus erythematosus in spainish
patients’ diferential HLA markers. Immunobiol. 1991.182:465-471.

51. Griffing WL, Moore SB, Luthra HS. Association of antibodies to native DNA with HLA-DR3: A
possible major histocompatibility linked human immune response gene. J. Exp Med 1980 152
3195-3205

52 Grument FC, Coukell A Bodmer JC, Bodmer WF, Mc Devitt. Histocompatibility (HLA-A) antigens
associated with systemic lupus erythematosus. New Eng. J Med. 1971.285:193-196.

S3 Haldane JBS The estimation and significance of the logarithm of a ratio of frecuencies Ann Hum
Genet 20:309-311, 1956

54 Hartung K. Baur MP, Coldewey R, Fricke M. Kalden JR, Lakomek HJ. Peter KK. Schendel D
Schneider PM. Seuchter SA, Stangel W, Deicher HRG. Major histocompatibility complex haplotypes
and complement C4 alleles in systemic lupus erythematosus. J Clin Invest 1992 90'1346-1351

112



55 Hawkins BR, Dawkins RL, Richmond J, Rigby RJ. Immunogenetic factors in systemic lupus
erhytematosus. Arthritis Rheum, 1979.22-94

56. Heard R. "HLA and Autoimmune Disease” En: HLA and Disease. Ed. R Lechler. Academic Press,
Londres 1994, pp. 123-145,

57 Kaneoka H, Hsu KC. Takeda Y. Molecular Genetic Analysis of HLA-DR and HLA-DQ genes

among anti-U1-70 kd autoantibody positive connective fissue disease patients. Arthritis Rheum. 1992
35:83-94

58. Khanduja S. Arnett FC, Reveille JD: HLA-DQ beta genes encode an epitope for lupus specific DNA
antibodies (abstract). Clin Res. 1991.38:975.

59. Kimberly R. Lupus eritematoso, formas sistémica y local. En: Medicina Interna. Ed. Kelley WN.
Panamericana. Philadelphia, Pennsylvania. 1990:1063-1071.

60. Kissmeyer-Nielsen F. Report of the VI International Histocompatibility Workshop Conference
Histocompatibility Testing. Arhus Denmark.Munksgaard, Copenhagen. 1975.

61. Koffler D."Lupus Eritematoso Sistemico”. 1980. En: Libros de Investigacion y Ciencia. Scientific
American. 2a. ed. prensa Cientifica. 1984:314-325.

62, Layrisse Z. Sistema HLA en poblaciones latinoamericanas "Analisis de estudios en poblaciones sanas
de diverso origen étnico”. Histocomp Allergy Proc Latamer. 1988.1:22-29,

63 Lechler R. "The roles of class I and II melecules of the major histocompatibility complex in T-cell
immunity”. En. HLA and Disesase. R Lechler. Academic Press, Londres. 1994 pp. 49-72

04, Lechler R. "Mechanism of HLA and Disease Associations”. En: HLA and Disesase. Eds. Lechler.
London, UK. Academic Press, Londres 1994 83-92.

65. Long ED. y Steven J. Pathways of viral antigen processing and presentation to CTL: Defined by the
Mode of Virus Entry? Immunol. Today. 1989, 10: 45-48,

66. Lopez LC, Gonzalez RS, Pefia M, Dominguez O, Coto E, Alvarez V. Moreno M, Hernandez O,
Borgos R y Gorodezky C. Characterization of B27 haplotypes by oligotyping and genomic sequencing
in Ankylosing Spondylitis: Juvenile and Adult Onset. Human Immunol. 1995 43:174-180

67. Maddison PJ, Provost TT, Reichlin M. Serological findings in patients with "ANA-Negative"
Systemic lupus erythematosus. Medicine. 1981.60:87-94.

68 McHugh NJ. Maddison PJ. HLA-DR antigens and anticardiolipin antibodies in patients with
systemic lupus erythematosus. Arthritis Rheum. 1989 32:1623-1624.

113



69 McNeil HP, Gavaghan TP. Kriles SA. HLA-DR antigens and anticarciolipin antibodies. Clin Exp
Rheumatol. 1990 8:425-427.

70. Mildfor EL. Nomenclature of HLA. En. Scientific and Technical Aspects of the Major
Histocompatibility Complex. Eds. Moulds JM. Fawcet KJ y Garner RJ. Am Asso of Blood Banks
Arlington. 1989, pp. 1-21.

71. Mizuky N, Incko H y Ohno S. Role of HLA and T lymphocytes in the inmune response Ocular
Immunoel and Inflamm. 1994 2:57-91

72. Moulds JM, Warnwr NK y Goldstein R. Class III antigens: 21-OH, C4, Bf, C2 v TNF. En: Scientific
and Technical Aspects of the Major Histocompatibihty Complex. Eds. Moulds JM. Fawcett KJ v Garner
RJ Am Asso of Blood Banks. Arlington. 1989 pp. 73-90

73. Nies KM, Brown JC, Dubois EL, Guismorio FC, Friou GJ, Terasaki PI. Histocompatibility (HLA)

antigens and iymphocytotoxic antibodies in systemic lupus erythematosus (SLE). Arthritis Rheum.
1974.17.397-402

74. Nepom GT, Concannon P Molecular Genetics of Autoimmunity. En: The Autoimmune Diseases 11
Eds: Rose NR ,Mackay IR Academic Press Nueva York. 1992 pp. 127-152

75. Nepom GT. Disease markers and new therapeutics. Rheum Dis Clin North Amer. 1992.18:719-727

76 Olsen ML, Goldstein R, Arnett FC C4A gene deletion and HLA associations in black Americans
with systemic lupus erythematosus. Immunogene. 1989.30:27-33.

77. Payne R. y Roifs MR. Fetomaternal leucocyte incompatibility. J Clin Invest. 1958 37:1756:1763.

78 Payne R, Tripp MW, Eeigle J v Bodmer WF_ A new leucocyte iso-antigen system in man Cold
Spring Harbor Symp Quant Biol 1964 29:285-295.

79. Pelfrey CM y Steinberg AD. Pathogenesis of multisystem autoimmunity-SLE as a model. En: The
Autoimmune Diseases II. Eds. Rose NR, Mackay IR. Academic Press. Nueva York. 1992 107-125.

80. Pollack M]. Class 11 HLA antigens' HLA-D, DR, DQ y DP. En: Scientific and Technical Aspects of
the Major Histocompatibility Complex. Eds. Moulds JM, Fawcet KJ y Garner RJ. American Association
of Blood Banks. Arlington. V.A 1989, 47-72.

81 Reichlin M. Disease Specific Autoantibodies in the systemic rheumatic disases En The
Autoimmune Diseases iI. Rose NR y Mackay IR. Oxford, Academic Press. 1992 202-212

82 Reveille JD. Schrohenloher RE, Acton RT y Barger BO. DNA analisys of HLA DR and DQ genes in
american blaks with systemic lupus crythematosus. Arthritis Rheum. 1989.10-1243-1251.

114



83 Reveille JD. Mac Leod MJ Whittington K. Specific amino acid residues in the second hypervariable
region of HLA-DQA1 and DQBI1 chain genes promote the Ro (SS-A)/ La (SS-B) autoantibody
responses. J Immunol. 1991 146:3871-3876.

84. Reveille JD, Barger BO, Hodge TW. HLA-DR2-DRBI allele frequencies in DR-positive Black
Americans with and without systemic lupus erythematosus. Tissue Antigens. 1991.38:178-180.

85 Reveille JD. Moulds JM. Arnett Major Histocompatibility Complex class 11 and C4 alleles in
Mexican Americans with systemic lupus erythematosus Tissue Antigens. 1994; 44: 1-7.

86 Rodev GE Class T antigens HLA-A. -B. -C and cross-reactive groups. En. Scientific and
Thechnical Aspects of the Major Histocompatibility Complex. Eds. Moulds JM, Fawceit K] y Garner
RJ Am Asso of Blood Banks. Arlington. 1989. pp. 23-46.

87. Rothfiel NF. Clinical features of systemic lupus erythematosus. Eds. Kelley WN, Harris ED, Ruddys,
Sledge CB. Texbook of Rheumatology. Ed.3. Philadelphia: WB Saunders. 1988, pp. 1070-1097,

88 Rubinstein P. HLA and IDDM: Facts and speculations on the disease gene and its mode of
inheritance. Human Immunol. 1991: 30: 270-277.

89 Sandberg L, Thorsby E, Kissmeyer-Nielsen F y Lindholm A. 1970. Evidence of a thirth sublocus
within the HLA-A chromosomal region. Eds. P.I Terasaki. En: Histocompatibility Testing.
Munksgaard, Copenhagen. 1970. pp. 165-169.

90. Sanderson F. Kleijmeer MJ, Kelly A, Verwoerd D. Tulp A, Neefjes JJ, Geuze HJ y Trowsdale J.

Accumulation of HLA-DM, a regulator of antigen presentation, in MHC class IT compartments. Science.
1994 266 1566-1569.

91. Savi M, Ferraccioli GF, Neri TM. HLA-DR antigens and anticardiolipin antibodies in Northern
Ttalian systemic lupus erythematosus patients. Arthritis Rheum. 1988 31:1568-1570.

92 Schneider PM y col. Association of MHC class 1, 11, and genes with systemic lupus erythematosus-
results of a German collaborative study. HLA 1991 Worshop and Conference. Eds. K Tsuji, M Aizawa
y T. Sasazuki. Springer-Verlag Oxford. 1992 pp. 2:525-528.

93 Skarsvag S, Hansen KE. Host A y Moem I. Distribution of HLA class 11 alleles among Scandinavian
patients with sytemic lupus erythematosus (SLE): An increased risk of SLE among non: DRB*03,
DQA1*0501, DQB*0201. Class 11 homozygotes? Tissue Antigens 1992: 40°128-133.

94 Snell GD Dausset ] v Nathenson S. Histocompatibility. Academic Press. Nueva York, San
Francisco, Londres. 1976. pp.181-190.

95 So A "Genetics, polymorphism and regulation of expression of HLA region" En HLA and
Disesase. R Lechler. Academic Press, Londres. 1994, pp. 1-34.

115



96. So A "Structure and assembly of class I and class II molecules”. En: HLA and Disesase. R Lechler
London, UK. Academic Press. 1994 pp. 35-47

97. So AKL, Fielder AHL, Warner CA, Isenberg DA, Batchelor JR, Walport MJ. DNA polymorphism
of major histocopatibility complex class II and class [l genes in systemic lupus crythematosus Tissue

Antigens 1990 35:144-147.

98. Speirs C, Fielder AHI, Chapel H, Davey NJ y Batchelor JR. Complement system protein C4 and
susceptibility to hydralazine-induced systemic lupus erythematosus. 1989 922-924.

99 Stites DP y Terr IA Inmunologia Basica y Clinica. 'Entermedades Reumaticas”. Fye KH y Sack
KE. 7a ed. El Manual Moderno, S.A. de C.V. México, D.F. 1993 p 513-542.

100. Svejgaard A Platz P. y Ryder LP. HLA and Disease 1982-A Survey. Tissue Typing Laboratory of
the Blood Grouping Department. 1982, pp. 193-214,

101. Szegedi G Immunological investigations in systemic lupus erythematosus. Panminerva Med.
1978.20:9-22. '

102. Tan EM. Antinuclear antibodies: diagnostic markers for autoimmnune diseases and probes for cell
biology Adv Immunol. 1989:44:93-151

103, Tan EM. Cohem AS. Fries JF v col The 1982 Revised criteria for the classification of sustemie
lupus erythematosus. Arthntis Rheum. 1982:25°1271-1277.

104, Terasaki PI. Histocompatibility Testing. 1970 Munksgaard, Copenhagen.
105 Terasaki P. The Eight International Histocompatibility Workshop. Los Angeles California. 1980

106. Theofiloppoulos AN. The basis of autoimmunity: Part Il Genetic predisposition. Immunol Today
1995.16:150-159

107. Tiwari JL y Terasaki PI. "Mechanism of HLA and Disease Associations”, "Overview".

"Rheumatology and Joint Diseases". En: HLA and diseases associations Springer-Verlag, Nueva York
1985 28-31; 32-48; 49-60.

108 Tiwari JL y Terasaki PI. "Connective Tissue Diseases”. En HLA and diseases associations
Springer-Verlag, Nueva York. 1985 363-369

109 Trowsdale J. Ragoussis 1. Campbell RD Map of the Human MHC  Inununol. Today 1993 14

T49:352
110 Trucco M. To be or not to be; ASP 57, That Is The Question Diabetes Care 1992 |5 705-715

111 Tsuji K. Histocompatibility Testing, | 1th International Histocompatibility Workshop Yokohama

116



112. Unanue ER y Allen PM. The Basis of the Immunoregulatory role of macrophages and others
accessory cells. Science. 1987 236 551-557

113. Vilardell M. Reumatologia:"Lupus Eritematoso Sistémico”. En. Medicina Interna. Farreras PV y
Rozman C. Ed. DOYMA. Barcelona Espafia. 1992:996-1003.

114, Walport M. Connective Tissue Diseases. En: The Autoimmune Diseases II. Rose NR y Mackay IR,
Academic Press. Nueva York. 1992. pp. 153-163.

115. Weitkamp LR |, Van Rood JJ, Thorsby E, Bias W, Fotino M, Lawler SD, Dausset J, Mayr WR,
Bodmer J Ward FE. Seignalet ] Payne R, Kissmever-Nielsen F. Gatti RA, Sachs JA y Lamm LU. The
relation of parental sex and age to recombination in the HL-A system. Hum Hered. 1973 .23:197-205.

116. Woolf B. On estimating the relation between blood group and disease. Ann. Hum. Genet.
1960:251-253

117. Wong KL. y col. Immungenetics in Chinese patients whith SLE. Scand J Rheum. 1991;20:110-114.

117



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Introucción
	III. Objetivos
	IV. Hipótesis
	V. Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Anexos
	X. Bibliografía



