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RESt1MEN. 

INTRODUCCION: 

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad 

autoinmune de origen desconocido, particularmente frecuente en mexicanos. Su 

fisiopatogenia es multifactorial y en ella se reconocen factores genéticos asociados con 

susceptibilidad. Dentro de estos se han descrito asociaciones de la enfermedad con 

alelos de los genes del complejo principal de histocompatibilidad. Dichas asociaciones 

varían de un grupo étnico a otro, sin embargo las más consistentes residen en alelos de 

los genes clase II (FILA-DR y DQ) y en particular con el FILA-DR3. En mexicanos se 

han descrito asociaciones con el DR3 y con deficiencias parciales del gen C4A 

(C4A*Q0) y del gen C4B (C4B*Q0). 

OBJETIVO: 

Este trabajo estudia en 181 pacientes los genes Clase 1 (FILA-A,B,C) y 

genes Clase II y los compara con los correspondientes 105 controles. 

MATERIALES Y METODOS: 

Los genes Clase I se estudiaron a nivel de la proteína por la técnica de 

microlinfotoxicidad y los genes Clase II a nivel del DNA utilizando la técnica de 

reacción en cadena de la Polimerasa que amplificó las regiones DRB1, DQA y DQB, la 

identificación de los alelos de cada uno de los genes se realizó mediante la hibridación 

con sondas de oligonucleótidos alelo específicas (SSO). 

Las frecuencias génicas de cada uno de los loci se compararon mediante 

estadística no paramétrica (Chi cuadrada y Prueba exacta de Fisher) utilizando el 

paquete estadístico para computadora llamado EPI-INFO. 



RESULTADOS: 

En el locus FILA-DR se encontró disminución significativa de los 

pacientes con LEO del alelo FILA-DR5 (pC- 2.0 X 10.4 ) al compararse con los 

controles. De la misma manera se encontró disminución del alelo DRB1*1402 (pe 

5.57 X 10-3), disminución del alelo DQA*0601 (pC -2.20 X 104) y disminución del 

alelo DQB* 0602 (pC 3.11 X 10 -3) en los pacientes versus controles. El análisis por 

haplotipos mostró que el haplotipo característico de los pacientes mexicanos con LEO 

es el DRI31*0407, DQA*03, DQB*0302. Otros haplotipos presentes en los pacientes 

mexicanos con LEG fueron DRB1*0101, DQA*0101, DQB*0501; DRBI*0301, 

DQA*0501, DQB*0201 y DRBI* 1301, DQA*0103, DQB*0603, 

DISCUSION: 

El haplotipo marcado con DRI31* 0407 es frecuente en mexic anos 

particularmente en poblaciones indígenas, por lo que su origen probablemente es 

autóctono, el haplotipo marcado por el DRB11501 se ha descrito en pacientes 

españoles con LEG, por lo que su origen en mexicanos probablemente derive de 

mestizaje con individuos de España. El haplotipo marcado por el DRI31*0301 está 

asociado en individuos de origen caucásico con varias enfermedades autoinm unes 

(LEG, tiroiditis autoinmune, hepatitis crónica activa, diabetes insulino dependiente), 

por lo que su presencia en mexicanos probablemente derive del mestizaje con 

individuos de diverso origen étnico y sientan las bases de estudios ulteriores que 

revelen el mecanismo molecular de la forma en que dicho mestizaje desarrolla el LEG. 
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INTRODUCCION. 

I. 1.1111.115 ERITEMATOSO GENERALIZADO. 
LEG. 

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune 

inflamatoria crónica de causa desconocida que puede afectar diferentes órganos (o. 

El nombre de lupas se debe en parte al exantema 	que presentan los 

pacientes con este padecimiento, el cual se consideró emparent ido con la tuberculosis 

cutánea (lupus vulgar) y a la naturaleza erosiva del padecimiento semejante al daño 

causado por la mordedura de un lobo. El término fue utilizado por primera vez por Kaposi 

al describir el lupus discoide (2). 

Es probable que este síndrome haya sido observado varios hace varios 

siglos, ya que existen evidencia de LEG en la cultura 1-luari (390 d.c.), en Perú. Sin 

embargo no fue sino hasta 1875 que Kaposi reconoció una enfermedad separada del lupus 

discoide y asoció la erupción en ala de mariposa con "fiebre remitente e irregular...". 

William Osler tuvo el mérito de describir la enfermedad como la conocemos actualmente: 

"lesiones cutáneas polimórficas, endocarditis y crisis gastrointestinales". La recurrencia es 

una característica especial de esta enfermedad. 

El descubrimiento por Hargraves (1948) del fenómeno LE orientó la 

investigación y permitió dilucidar la patogenia autoinmune de este síndrome (2). 

La aplicación de los criterios de clasificación del LEG por la Asociación 

Americana de Reumatología (ARA) de 1971 y 1982, han permitido conocer mejor los 

aspectos de prevalencia, incidencia, distribución racial, edad, sexo y mortalidad de este 

síndrome (2). 
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La prevalencia. de acuerdo a diferentes series es (le un caso por 2400 y la 

incidencia varia desde 1 a 7.6 casos por 100,000 habitantes. La tasa de prevalencia en 

mujeres entre 15 y (55 años de edad es de 1 por 700 en la raza blanca y 1 por 245 en la 

raza negra. La enfermedad se presenta en todas las razas, pero la incidencia y prevalencia 

es mayor en las razas negra, oriental y mestiza que en la blanca, y afecta principalmente a 

mujeres entre 15 y 35 años de edad en una proporción de 10 a 1 en relación con los 

varones, e incluso una proporción más alta ( 30 a 1 ) en la edad reproductiva 0,2). 

La supervivencia a cinco años es mayor al 80% para la raza blanca, para 

orientales y mexicanos, y mas del 70% para la raza negra (2). 

PATOLOGIA. 

El LEG parece ser la consecuencia de una alteración de regulación 

inmunológica que conduce a, o resulta de, una activación policlonal de las células B, lo 

que causa una producción exagerada de autoanticuerpos. 

Se ha encontrado una serie de anormalidades en la inmunoregulación de las 

células mononucleares periféricas que incluyen: linfopenia, tanto de las subpoblaciones 

CD4 como CD8, función supresora anormal, disminución en la producción y respuesta a 

diversas caminas como interleucina-2 (11,2), una respuesta pobre en la reacción en la 

mezcla de linfocitos autólogos, función defectuosa de células "asesinas" naturales (NK) y 

deterioro en la producción de 1L-1 por parte de los monocitos. 

Además de estos defectos de inmunoregulación, existe aumento en los 

fitctores estimuladores de las células 13, lo que da lugar a un desequilibrio que podría 

activar la producción de autoanticuerpos por las células B. 

Los pacientes con LEG producen gran variedad de autoanticuerpos, los 

más importantes son los antinucleares (ANA), que incluyen al DNA de cadena doble 

• 

4. 



	

ANTIGENO 	 FRECUENCIA 

	

Designación clínica 	 Identidad molecular 	 (S'o) 

DNA nativo 	 DNA de cadena doble 

DNA desnaturalizado 	DNA (le cadena sencilla 

1-listonas 
	

111,112A, 11213, 113, 114 

40 

70 

70 

Sin 
	

Proteínas 29(13'), 28(B), I6(D), I3(E) 	30 

kD formando complejos con 111, U2, 
U4-U6 snRNAs. 

RNP nuclear 	 Proteínas de 70, 33(A), 22(C) kD 	32  
formando complejos con UI snRNA. 

SS-A/Ro 	 Proteínas de 60, 52 kD formando 	35 
complejos con Y I, Y3-Y5 RNAs. 

SS-B/La 	 Proteínas de 48 kD formando 	15 
complejos con RNA naciente de la 
transcripción de RNA pol 

Ku 	 Proteínas de 86, 66 kD; Proteínas de 	10 
unión a DNA. 

PCNA/ciclina 	 Proteína de 36 kD; proteína auxiliar de 	3 
la DNA polimerasa w 

RNP Ribosomal 	 Proteínas de 38, 16, 15 kD. Asociadas 	10 
con ribosoinas. 

HSP 90 	 Proteína de choque térmico de 90 kD. 	50 

(DNAcd), y DNA de cadena sencilla (DNAcs). Pueden encontrarse además otros 

autoanticuerpos contra diversos componentes nucleares como se muestra en el cuadro I 

(7). 

CUADRO 1. AUTOANTICUERPOS Y ANT1GENOS EN LUPUS. 

Eng M. Tan (7).  

Estos autoantígenos no son tejido específicos y son componentes de todos 

los tipos celulares. Son proteínas altamente conservadas en diferentes especies y que 
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intervienen en funciones celulares importantes como la replicación del DNA, transcripción, 

edición del precursor del mRNA y traducción, El paciente con LEG presenta una 

pluralidad de anticuerpos, ya que presentan en promedio de 3 a 4 de estos 

autoanticuerpos. Estos inmunógenos conducen a una respuesta inmune contra partículas o 

agregados de partículas subcelulares como el edisoma (espliceosoma) que se ensambla 

durante el proceso de edición del precusor del mRNA. Estas partículas son exteriorizadas 

por muerte , daño celular u otras razones y pueden convertirse en blanco de la respuesta 

inmune contra uno o varios componentes de esta partícula, la cut, ' puede ser regulada 

secundariamente por factores genéticos como los genes LILA Clase T (7). 

También se desarrollan anticuerpos contra diversas células como: 

eritrocitos, plaquetas, linfocitos ó contra componentes no específicos de las membranas, 

como son los fostblípidos. Es posible que estos autoanticuerpos participen en la 

patogénesis del LEG formando complejos inmunes que se depositan en las articulaciones 

de vasos pequeños y glomérulos, donde en interacción con el complemento pueden causar 

inflamación y necrosis. Además pueden interactuar directamente con antígenos específicos 

de la membrana de eritrocitos o plaquetas, y causar así anemia hemática o 

trombocitopenia, respectivamente. La reacción también puede presentarse con un antígeno 

depositado en las membranas banales, como se ha postulado para el DNA en la piel y en 

los glomérulos. Finalmente, los autoanticuerpos podrían interactuar con linfocitos 

causando linfopenia y de esta manera contribuir al transtorno de la inmunoregulación. 

También podría estar mediada por receptores Fc o por citotoxicidad celular dependiente 

de anticuerpo (3). 

Este defecto de inmunoregulación es producido por factores ambientales, 

hormonales y genéticos, donde estos factores muy probablemente actúan a nivel de los 

circuitos inmunoregulatorios de células T, que a su vez controlan la producción de 

anticuerpos y de autoanticuerpos (ó. 
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Existen diversos datos que sugieren la participación de factores 

ambientales, por ejemplo se ha demostrado la presencia de autoanticuerpos tanto en 

familiares consanguíneos como no consanguíneos que habitan con los pacientes con LEG 

(4);  así como también en personal de laboratorio que trabaja con los sueros de pacientes 

con ésta enfermedad, lo que pudiera sugerir la participación de agentes virales en la 

patogénesis del LEG (5). Otros factores ambientales que contribuyen al desarrollo de la 

enfermedad son: la exposición a la luz solar (radiación ultravioleta) , las quemaduras 

térmicas y otros factores lisicos. Algunos medicamentos como la hidralazina, 

procainamida, isoniazida, varios anticonvulsivos y la clorpromacina pueden inducir el 

desarrollo de una enfermedad sistémica semejante al LEG (o. Más recientemente se ha 

reconocido que los germinados de alfalfa pueden tener un efecto semejante, 

probablemente debido al efecto de aminoácido L-canavalina, el cual puede tener influencia 

sobre la inmunoregulación (6). 

Como se mencionó la mayoría de los pacientes con LEG son mujeres, lo 

cual puede indicar alguna influencia de los factores hormonales en el desarrollo del LEG. 

A este respecto se ha reportado: 

1. Un aumento de la hidroXilación del carbono 16 (C-16) de la estrona, que resulta en 

niveles aumentados de 16 whidroxiestrona y estriol, tanto en hombres como en 

mujeres con LEG. 

2. Una disminución de la hidroxilación en C-2 de la estrona, que causa niveles menores de 

2-hidroxiestrona y 2-metoxiestrona en mujeres con LEG. 

3. Un aumento de la oxidación en C-17 de la testosterona con aumento de la C-17-0-

testosterona en mujeres con LEG. En conjunto todas estas anormalidades juntas 

tenderían a producir efectos estrogénicos de mayor duración y androgénicos débiles en 

pacientes, sobre todo en mujeres, lo que podría producir una Iimción más intensa de las 

células T supresores, lo cual resultaría en alteraciones de la respuesta inmunológica que 

podría favorecer el desarrollo de autoanticuerpos c ► o. 
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El LEG es más común en ciertos grupos étnicos, particularmente entre los 

negros , posiblemente chinos y otras poblaciones asiáticas. Además se ha informado que la 

incidencia del LEG es mayor en ciertas familias (2). Aproximadamente 10 -12% de los 

pacientes con LEC, tienen un familiar en primer grado con EEG, La agregación en casos 

familiares de LEG ha sido comprobada por estudios que muestran que 1.7 a 3.0% en 

familiares de primer grado, comparado con 0.2% a 0.3% en individuos normales. Existe 

además una alta concordancia para LEG entre gemelos monocigotos (24 a 69%) 

comparando con gemelos dicigotos ( 2 a 9 %) ({6. 

Se conoce también que pueden encontrarse autoanticuerpos y una 

disminución de la finción de las células supresores en familiares consanguíneos de 

pacientes con LEG (3, 14, 31). 

Conforme se ha avanzado en el conocimiento de los factores genéticos que 

pueden actuar en el LEG, se hace más evidente que debe existir una contribución de 

múltiples genes, especialmente de aquellos que codifican elementos del sistema inmune, 

como pueden ser genes del complejo principal de histocompatibilidad (MBC), del receptor 

de células 1' (TCR), de inmunoglobulinas y citocinas (8). 

DIAGNOSTICO, 

El diagnóstico de LEG se realiza mediante la aplicación de criterios de 

clasificación propuestos por Cohen en 1982, que corresponden a los criterios de la 

Asociación Americana de Reumatología ARA. La clasificación propuesta se basa en 11 

criterios (Cuadro 2). Para fines de identificación de pacientes 	estudio, se dice que una 

persona tiene lupus eritematoso generalizado si presenta cuatro o más de cualquiera de los 

11 criterios, en forma seriada o simultáneamente durante cualquier intervalo de 

observación. 

8 



CUADRO 2. CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION 	LUPUS 

ERITEMATOSO GENERALIZADO. 

CRITERIO 
	

DEFINICION 

I. Eritema miar. 

	

	Eritema lijo plano o elevado sobre las eminencias malares, con 
tendencia a respetar los pliegues nasogenianos. 

2. Eritema discoide. 

	

	Placas eritematosas levantadas con descamación queratósica 
adherente y taponamiento folicular; en las lesiones más antiguas 
puede haber cicatrización atrófica. 

3. Fotosensibilidad. 

	

	Erupción cutánea a consecuencia de una reacción poco común a la 
luz solar, de acuerdo con la historia del paciente o la observación 
de un médico. 

4. Ulceras orales. 

	

	Ulceración oral o nasofaringea, habitualmente indolora, observada 
por un médico. 

5. Artritis. 

6. Serositis. 

Artritis no erosiva que afecte a dos o más articulaciones periféricas 
caracterizada por dolor (hipersensibilidad) hinchazón (inflamación) 
o derrame. 

a) Pleuritis-historia convincente de dolor pleurítico o frote pleural 
escuchado por un médico, o evidencia de derrame pericárdico. 
o 
b) Pericarditis-documentada por ECG o un frote o evidencia de 
derrame pericárdico. 

7. Alteración renal 	a) Proteinuria persistente de más de 0.5 gramos al día o mayor de 
3+ si no se hace cuantificación. 
o 
b) Cilindros celulares- pueden ser de eritrocitos, de hemoglobina 
granulosos, tubulares o mixtos. 

8.Alteración 	a) Convulsiones - en ausencia de medicamentos ofensivos o 
neurológica. 	alteraciones metabólicas conocidas. p.ejem. uremia, cetoacidosis o 

desequilibrio electrolítico. 
o 
b) Psicosis- en ausencia de medicamentos ofensivos o alteraciones 
metabólicas conocidas. p. ejem. uremia, cetoacidosis o desequilibrio 
electrolítico. 

9. Alteración 	a) Anemia hemolítica- con reticulocitosis. 
hematológica. 	o 

b) leucopenia-menor de 4000/min3  (total) en dos o más ocasiones. 



O 
c) Linfopenia-menor de 1500/nun en dos o más ocasiones. 

O 
d) Trombocitopenia - menor a 100 000/ mm' en ausencia de 
medicamentos ofensivos. 

I 0 Alteración 
	a) Fenómeno LE positivo. 

inmunológica 	
b) Anti-DNA:anticuerpo contra DNA nativa a títulos anormales. 

c) Anti-Sm: presencia de anticuerpo con ra el antígeno nuclear 
Sm. 

d) Prueba serológica positiva falsa para sífilis, que haya sido 
positiva por lo menos durante 6 meses y confirmada (como falsa) 
por inmovilización del Treponema pallidun,' o prueba fluorescente 
de absorción de anticuerpos del Treponema. 

11. Anticuerpos 	Un 	título 	anormal 	de 	anticuerpos 	antinucleares 	por 
antinucleares 	inmunolluorescencia o un ensayo equivalente en algún momento y 

en ausencia de medicamentos que se pueden asociar con el 
síndrome de "lupus inducido por medicamentos". 

Tan, Cohen .1982. 

El LEG es el más representativo de los procesos de naturaleza autoinmune 

y, al mismo tiempo el que presenta una mayor complejidad desde el punto de vista clínico, 

puesto que tiene una gran variedad de patrones de expresión, puede afectar cualquier 

órgano y evoluciona a brotes, con períodos de actividad y otros de inactividad. Su 

carácter multisistémico y la gran variedad de síntomas en que puede manifestarse requiere 

la aplicación de un cuidadoso estudio diagnóstico. 

Esta variabilidad en las manifestaciones clínicas pueden deberse a que esta 

entidad no es una enfermedad como tal sino un síndrome en el que caben etiologías, 

fisiopatologías y pronósticos diferentes, y un aspecto importante es la presencia de 

determinados anticuerpos que se asocian de forma característica a diferentes subgrupos 

clínicos del LEG y que facilitan su individualización. (12) 
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SUBGRUPOS CLIN1COS DEL 1,EG. 

S1NDROME LUPICO INDUCIDO POR FARMACOS. 

Numerosas sustancias pueden inducir en el hombre un síndrome clínico 

similar al LEG (Cuadro 3). Se ha comprobado que el síndrome lúpico inducido por 

fármacos presenta ciertas características diferentes del EEG clásico. Por ejemplo, este 

síndrome normalmente remite tras la supresión del fármaco, se asocia con DR41 y su perfil 

de autoanticuerpos es diferente (generalmente los pacientes no tienen anticuerpos anti-

DNA nativo ni anti-ENA, pero la mayoría poseen anticuerpos anti-histonas). 

El mecanismo por el que ciertos fármacos pueden inducir la enfermedad es. 

poco conocido. Se ha mencionado una interacción o reactividad cruzada entre esos 

medicamentos y los antígenos nucleares. Posiblemente el factor patogénico más 

importante en el desarrollo de este síndrome sea el renotipo acetilador en los enfermos. 

Esto es particularmente importante en el caso de la hidralazina, que desencadena cuadros 

IUpicos con mayor frecuencia en los individuos acetiladores lentos. 

CUADRO 3. FARMACOS INVOLUCRADOS EN LA INDUCCION DE LEG. 

FÁRMACOS COMPROBADOS 	FÁRMACOS PROBABLES. 

-Frecuentes 

. Procainamida 

Flidralazina 

- Poco frecuentes 

Isoniazida 

. Clorpromacína 

-Fenitoína 

- Carbamacepina 

- Penicilamina 

-Sulfasalazina 

- Carbonato de litio 

- Bloqueadores beta 

Captopril 

- Fenilbutazona 

Font, Cervera (1993). 



LUPUS NEONA'IAL. 

Es un subgn►po clínico del LEG que se caracteriza por la aparición de 

diversas alteraciones transitorias, como lesiones cutáneas similares a las del lupus 

eritematoso cutáneo subagudo, hematológicas y visceromegalias. Por el contrario, no 

resultan afectados ni el riñón ni el sistema nervioso central. Su incidencia es escasa y es 

más frecuente en los recién nacidos de sexo femenino. Aunque habitualmente es 

autolimitado, en ocasiones puede afectar el tejido de conducción cardiaco y provocar 

diversos grados de bloqueo auriculoventricular el cual es de naturaleza irreversible 03). 

Las madres de estos niños generalmente padecen LEG u otra enfermedad 

autoinmune y son portadoras de anticuerpos anti-Ro (SSA) o anti-La (SSB) y, en alguna 

ocasión, sólo anti-RNP. 

La mayoría de las pacientes con anticuerpos anti-Ro (SSA) tienen hijos sin 

ningún tipo de alteración, por lo que se cree qué sería precisa la coexistencia de ciertos 

antígenos HLA de clase III. Se considera que esta afección es consecuencia del paso 

transplacentario de anticuerpos maternos dirigidos contra antígenos celulares del tipo Ro 

(SSA) y/o La (SSB), Se ha demostrado la riqueza de estos antígenos en los tejidos 

cutáneo y miocárdico del feto. Las lesiones cutáneas suelen desaparecer a los 6 - 8 meses 

de edad, coincidiendo con la eliminación completa de los anticuerpos maternos. Sin 

embargo, existe una mayor incidencia de LEG en estos pacientes en la edad adulta. 

LEG DE INICIO EN LA INFANCIA. 

Diversos estudios sugieren que la edad de inicio modifica la expresión de la 

enfermedad por lo que se refiere a la presentación clínica, afección orgánica y patrón 

serológico. Los datos observados recientemente en un amplio estudio multicéntrico 

europeo de 1000 pacientes con LEG indican que aproximadamente el 8% de los pacientes 

desarrollan la enfermedad antes de los 14 años. 
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En este grupo, la relación mujeres/ varones no es tan pronunciada como en 

los adultos (7: I en la infancia frente a I0: I en edad adulta) y es más frecuente como forma 

de presentación la aparición de afección orgánica grave, sobre todo nefropatía, 

enfermedad neurológica, trombocitopenia y anemia hemolítica. Un aspecto a destacar es el 

retraso en que se incurre muchas veces hasta el diagnóstico de estos pacientes, 

probablemente debido a la ausencia de manifestaciones iniciales más típicas del LEG, 

como eritema y artritis.(i 3). 

LEG DE INICIO TARDIO. 

El LEG de inicio tardío (después de los 50-60 años de edad) engloba 

aproximadamente al 10-15% de los pacientes con esta afección y puede constituir un 

subgrupo distinto dentro de la población lúpica general. 

La edad avanzada modifica también la expresión del LEG en cuanto a su 

presentación clínica y la gravedad. Los estudios más recientes ponen. de manifiesto que 

estos pacientes no tienen una preponderancia tan marcada del sexo femenino (relación 

mujeres/varones de 5:1) y presentan una menor incidencia de las manifestaciones típicas, 

como eritema , fotosensibilidad, artritis y nefropatía, pero mayor incidencia de síndrome 

seco y miositis, por lo que asemeja más al cuadro clínico del Síndrome de Sjogren 

primario o a la polimialgia reumática. Las anomalías serológicas son tan importantes corno 

en los demás grupos, es menor la frecuencia de bipocomplementemia y la elevación de los 

anticuerpos anti-DNA. 

Estas diferencias se intentan explicar por dos mecanismos. El primero es 

que el anciano y el joven pueden tener diferentes determinantes genéticos de la 

enfermedad, y por ello, responder de forma diferente. La segunda posibilidad es que la 
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expresión clínica y serológica mas atenuada en el LEG de los pacientes mayores podría 

reflejar una senectud del sistema inmune. Debido a que en muchas wasiones no se piensa 

en la posibilidad de LEG en un anciano, junto con la diferencia en la presentación clínica, 

el diagnóstico suele demorarse o ser inicialmente erróneo ( in 

LEO EN EL VARON 

A pesar del papel de las hormonas sexuales en la patogenia del LEO y de 

las anomalías encontradas en su metabolismo en el varón, esto se traduce solamente en 

pequeñas diferencias clínicas o biológicas en ambos sexos. De mímela que parece exítir en 

los varones una mayor incidencia de serositis (pleuritis y pericarditis) como manifestación 

inicial, mientras que durante la evolución (le la enfermedad es algo menos frecuente el 

desarrollo de artritis y lesiones cutáneas. Por este motivo, aunque no parece justificado 

considerar al LEO del varón como un subtipo independiente, sí es cierto que las hormonas 

sexuales pueden variar ligeramente la expresión de la enfermedad. 

LEG SIN ANTICUERPOS ANTINUCLEARES. 

El perfil inrnunológico también influye en la expresión clínica del LEG. 

Aunque la presencia (le anticuerpos antinucleares es una de las características más 

importantes de esta enfermedad, en aproximadamente un 5% de de los pacientes lúpicos 

no se detectan estos anticuerpos en ningún momento de su evolución, Los estudios más 

amplios de pacientes sin anticuerpos antinucleares presenta más frecuentemente lesiones 

cutáneas discoides o de lupus eritematoso cutáneo subagudo y fenómenos trombóticos (13). 

LEG CON ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS. 

Este es un subgrupo intensamente estudiado durante los últimos años y que 

incluye aproximadamente el 10-20% de los pacientes con EEG. Se caracteriza por 

presentar trombosis venosas y arteriales múltiples, abortos y muertes fetales de repetición 
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y trombocitopenia. Ocasionalmente también pueden desarrollar otras manifestaciones, 

como lesiones valvulares cardiacas, livedo-reficularis, corea y anemia hemolítica. La 

coexistencia de anticuerpos antifostblipidos y las manifestaciones clínicas descritas han 

recibido el nombre de síndrome de antithstblípido (13314.119). 
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2. COMPLEJO PRINCIPAL DE 

IIISTOCOMPATIBILIDAD (MLIC). 

El término de "histocompatibilidad" se refiere a la participación que los 

antígenos del complejo de histocompatibilidad (MHC) tienen en el rechazo de órganos y 

tejidos. 

La palabra "principal" se refiere a la presencia de rechazo de órganos entre 

individuos de la misma especie, que difieren en el MHC, el cual es muy rápido, en 

contraste con el papel que tienen los antígenos secundarios de histocompatibilidad en los 

que las diferencias en ellos llevan a un rechazo de tipo crónico, el cual puede controlarse 

mediante itununosupresión. 

Se le llama "complejo" porque agrupa a genes de función muy diversa, 

como el FILA, los genes del complemento, la enzima glioxilasa 1, el factor de necrosis 

tumoral (TNF) a y 13, la proteína de choque térmico de 70 kD (HSP70), etc. (8,9). 

Estos genes en el humano se encuentran localizados en el brazo corto del 

cromosoma 6. Son los genes más polimórlicos del genoma humano, es decir que en la 

población general existen muchos alelos (formas diferentes) en cada locus genético. El 

término de HLA proviene de sus siglas en inglés human leucocyte antigens, estos 

antígenos fueron los primeros en ser estudiados. 

Dos caracteristicas resaltan la importancia del HLA como regulador de la 

respuesta inmunitaria: 

La primera es que la respuesta innumitaria debe ser precisa, y para ello 

depende de la interacción de varios tipos de células; esta interacción sólo es factible 

cuando los alelos del MFIC en estas células son idénticos. 



Esta "restricción" comprende las interacciones, tanto entre linfocitos '1' y 13, 

entre las células 1' y los macrofagos, como entre las células T citotóxicas y células blanco, 

que hubiesen sido modificadas químicamente o por infecciones virales. 

La segunda característica es que muchas enfermedades están relacionadas 

con antígenos HLA de manera exclusiva. Este hallazgo sugiere que los antígenos FILA por 

si mismos (o genes vecinos al FILA) tienen un papel preponderante en la susceptibilidad a 

enfermedades (9). 

Los productos del MI-IC se han agrupado en tres clases 1, II y III - basadas 

en su estructura, origen genético y ¡unción-. Las moléculas de clase I comprenden HLA-

A, -B, -C; las de clase 11, HLA-DR, -DQ, -DP, las cuales son moléculas expresadas sobre 

la superficie celular, y las de clase III abarcan los componentes del complemento ligados al 

MFIC (C2,C4, BE), la 21 hidroxilasa (21011) - enzima que interviene en la biosíntesis del 

cortisol - y el factor de necrosis tumoral (TNF) o caquectina - proteína de acción 

citostática o citotóxica sobre las células tumorales, y moduladora del crecimiento y 

actividad de dichas células,  (Fig, 1)(10,2,9. 
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2.1 SUBREGIONES 111,A A,13,C: 

MOLECULAS DE CLASE 1. 

Los alelos de los locus FILA-A y 13 fueron los primeros alelos del M1-IC 

que fueron descritos. Aunque ya en los años de la década de 1920 se habían observado 

anticuerpos antileucocitarios humanos, no fue hasta la década de 1950 en que se inició su 

estudio sistemático. Jean Dausset tbé el primero (1952) en demostrar convincentemente la 

presencia de anticuerpos antileucocitarios (leucoaglutininas) en la sangre de pacientes 

leucopénicos y de sugerir que se trataba probablemente de aloanticuerpos, debido a que 

no reaccionaban frente a los leucocitos del productor de anticuerpos, pero sí lo hacían con 

un porcentaje de leucocitos procedentes de individuos no emparentados y pertenecientes 

al grupo sanguíneo "O". Poco después, Rose Payne describió que los sueros de pacientes 

que habían presentado reacciones transfusionales febriles no hemolíticas contenían 

frecuentemente leucoaglutininas que demostraban aloespecificidad. En 1958, Dausset 

describió el primer aloantígeno FILA-MAC (Actualmente, HLA-A2 +A28) y demostró 

que estaba determinado genéticamente. Inicialmente se creyó que todas las especificidades 

leucocitarias eran el producto de un solo locus. Se estableció un modelo de dos locus, 

cada uno con alelos múltiples por identificación de los fenómenos de recombinación que 

separaban las dos series alélicas. Estas últimas se denominaron primera o LA (actualmente 

FILA-A) y segunda o serie cuatro (ahora HLA-B). Estos nombres provenían del hecho de 

que la serie alélica LA 1, 2, 3 fué descrita por Payne en 1967, y la, 4a, 4b, por van Rood 

en 1969. En 1970 se propuso por primera vez un tercer locus; sin embargo no pudo 

confirmarse por recombinación hasta 1975. Después del Taller Internacional de 

Histocompatibilidad de 1975 (International Histocompatibility Workshop) recibió la 

denominación de HLA-C.(in 
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2.2 ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DE 

CLASE 1. 

Las moléculas de clase I, denominadas LILA-A, 1-1.1..A-B y FILA-C en el 

hombre, son heterodímeros que constan de una cadena pesada (44 kD) glucoproteica 

transmembranar que consta de 337 aminoácidos (aa), asociada de modo no covalente con 

(32-inicroglobulina (12 kD). La cadena pesada de la molécula de clase I cruza la membrana 

celular y se orienta con su aminoácido terminal sobre el exterior de la célula. La 02-

microglobulina está relacionada con la región extracelular de la cadena pesada y es 

necesaria para la expresión sobre la superficie celular. La zona extracelular de la cadena 

pesada de clase I (aa. 1 a 281) está dividida en tres dominios denominados a 1 (aa. 1 a 90), 

a2 (aa. 91 a 180) y a3 (aa. 181 a 271). El dominio aminoterminal a I contiene un lugar 

de glucosilación a nivel del residuo (le asparagina en la posición 86. Los dominios a2 y a3 

contienen cada uno asas disulfuro de 63 y 86 aa. respectivamente. El segmento 

transmembranar, de 24 aa. (282 a 306), es sobre todo hidrofóbico, mientras que el 

segmento carboxilo-terminal intracelular de la molécula consta principalmente de residuos 

hidrofilicos con un cúmulo de residuos básicos adyacente a la superficie citoplasmática de 

la membrana celular (aa. 307 a 337). Se ha observado que otras moléculas unidas a la 

membrana tienen agrupamientos similares de residuos básicos, que, según se cree, fijan la 

molécula a la membrana por interacciones de su carga con la carga negativa de dicha 

membrana. La porción citoplásmica de la molécula puede sufrir fosforilación a nivel de 

residuos de serina, que teóricamente podrían transmitir señales durante la respuesta 

inmune. 

Al estudiar la cristalización de la molécula de clase I se abrieron nuevas 

perspectivas sobre la forma en que la molécula de LILA interacciona con el antígeno 

(I3jorkman 1987). La estructura de la molécula consta de dos pares de dominios 

estructuralmente similares: a 1 tiene la misma configuración terciaria que a2, hecho que se 
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repite en (x3 y 02- microglobulina. Los dominios de estas dos últimas se componen ambos 

de dos láminas con plieges 	antiparalelos: uno con cuatro filamentos y el otro con tres, 

conectados por un puente disulfuro, estos dominios interaccionan mutuamente a través de 

las láminas con plegamiento rI, y su estructura se asemeja estrechamente a la descrita 

para la región constante de las inmunoglobulinas. Los lados y el fondo del surco están 

constituidos por cadenas laterales de los aminoácidos y comprenden las hélices y las 

láminas con plegamiento 0, situados en el fondo del surco y en las regiones helicoidales, 

desempeñan un papel en la unión de los fragmentos génicos, mientras que otros residuos 

en dichas regiones helicoidales del surco interaccionan con las células T (Figura 2). 

El polimorfismo de las moléculas de clase I se define por el uso de: 

1. Anticuerpos específicos clase I (aloantisueros y anticuerpos monoclonales). 

2. Linfocitos T citotóxicos que reconocen y destruyen in vitro la respuesta a moléculas de 

Clase I extrañas o alogénicas. 

3. Concentración isoeléctrica de moléculas aisladas de clase I. 

4. Secuenciación de los genes de clase I. 

Gran parte del polimorfismo de los genes de clase I surge de las diferencias 

en la secuencia de aminoácidos agrupados en los dominios al y a2 de la cadena pesada 

(Parham, 1988). En el modelo tridimensional de la molécula de clase I. los residuos 

variables forman el surco de unión antigénica (Bjorkman, 1987). La variabilidad en la 

secuencia de aminoácidos en estas regiones, que se encuentran en los productos alélicos 

de clase 1, puede afectar la unión de determinados fragmentos antigénicos al comienzo de 

la respuesta inmunitaria. El dominio a3 se mantiene muy conservado (22,24). 
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Figura 2, ESTRUCTURA DE LAS N1()1,ECULkS CLASE I. (rliorpe) 

Figura 2. El recuadro (a) muestra una representación gráfica molecular de la estructura de la molécula 

de clase I, HLA-A2, que fué desprendida de la superficie celular mediante la enzima papaina. El esquema 

(b) muestra la estructura secundaria, el esquema (d) la estructura esquemática. En el diagrama (c) se 

muestra la molécula en una vista desde arriba. Fotografla realizada por C. Thorpe (150). 

23 GENES DE CLASE 1. 

Las cadenas pesadas son codificadas dentro del MIIC en el brazo corto del 

cromosoma 6 y son muy polímórficas, mientras que la f32- microglobulina está codificada 

en el cromosoma 15 y no se ha observado que sea polimorfa en el hombre. Actualmente 

existen más de 27 alelas del locus A, más de 57 de locus 13 y 11 del locos C (In y ha sido 

posible identificar hasta 20 locis adicionales de esta clase, tales como FILA-E, mediante 

donación de genes. No está claro todavía sí estos genes adicionales se expresan contó 

productos de proteínas, por lo que se consideran pseudogenes. 

El gen típico de clase I está codificado por los exones que corresponden a 

los segmentos de la molécula. El primer exón codifica la región 5' no traducida y un 

péptido delantero hidrofilico. Los exones 2 a 4 codifican los tres dominios extracelulares; 

el 5, la región transmembranar; el 6 y 7, la región citoplásmica, y el 8, la región 3' no 

traducida, incluido el sitio de adición poli(A) (un. Las moléculas de clase 1 se expresan en 

la mayoría de las células nucleadas del organismo, así como las plaquetas (Figura 3) (tus). 
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2.4 SUBREGIONES HLA-DR, DQ, 1)P: 

MOLECULAS DE CLASE II. 

Los antígenos de clase II humanos se reconocieron por vez primera por su 

capacidad de estimular las células T alogénicas en un cultivo linfocitario mixto (CML). 

Durante el Taller Internacional de Histocompatibilidad de 1975, se empleó el CML para 

definir las series alélicas HLA-D. Debido a que los cultivos linfocitarios mixtos requerían 

un plazo de 7 días par completar todo el proceso, se buscó un método (le detección 

serológica rápida de HLA-D. En 1975 se averiguó que los aloantisueros contenían 

anticuerpos lente a las moléculas estrechamente relacionadas con las especificidades 

previamente identificadas corno lILA-D mediante técnicas celulares. Después del Taller 

Internacional de Histocompatibilidad de 1975, estas especificidades serolól icas se 

denominaron DR (D-related = en relación con D), por haberse observado que FILA-D y 
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HLA-DR estaban relacionados entre sí (sin ser idénticos). Por m ?<dio de otros reactives 

serológicos, junto al empleo de técnicas genéticas e inmunoquimicas, se identificaron 

nuevas moléculas de clase ([(MR1-3, MT1, DC-1 [ahora denominadas DQw1-3], MT2 

[ahora, DRw52] y MT3 [actualmente DRw53] ). Mediante técnicas celulares se identificó 

aún otra molécula de clase 11 hacia fines de la década de los 70. Estas moléculas 

(denominadas ahora DP) recibieron inicialmente el nombre de antígenos secundarios de las 

células 13 (SB), debido a que eran generalmente débiles, o no d, Iectables, en un CIVIL 

primario y requerían tina fase secundaria de estimulación en el cultivo para ponerlos de 

manifiesto, Los productos alélicos DP no se encuentran todavía bien definidos 

serológícamente ( Figura 1). (11,19,24). 

2.5 ESTRUCTURA 1)E LAS MOLÉCULAS 

DE CLASE II. 

Las moléculas de clase II HLA-DR/DQ/DP son heterodímeros que se 

componen de dos glucoproteínas transmembranales asociadas de manera no covalente: 

una cadena a (33- 35 kD) y otra [3 (26 - 28 kD) (Kaufman, 1984; Brown, 1988). A 

diferencia de las moléculas de clase I, ambas cadenas del heterodímero se encuentran 

codificadas dentro del MHC. Las dos cadenas polipeptídicas cruzan la membrana celular y 

se orientan con sus lerminales amino sobre el exterior de la célula. Las regiones 

extracelulares de los polipéptidos a y están divididas en dos dominios, denominados al 

y a2, (31 y (32, cada uno de los cuales consta aproximadamente de 90 aa. La cadena a 

contiene dos residuos de hidrato de carbono: un polímero de manosa y un glicano de tipo 

complejo, en los aminoácidos 78 y 118, respectivamente. Las cadenas (3 poseen un 

oligosacárido de tipo complejo en el aminoácido 19. Los dominios a2 y (32 de las cadenas 

a y (3, proximales a la membrana, se hallan muy conservados y son homólogos a las 
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regiones constantes de las inmunoglobulinas. Una región cuya longitud aproximada es de 

12 aminoácidos, conecta el segundo dominio extracelular con la región Indrofobica 

transmembranar (23 aminoácidos) y con un pequeño dominio intracitoplasmico (8 a 15 

aa). Basándose en las similitudes existentes en la estructura primaria, se cree que las 

moléculas de clase 11 adoptan una disposición tridimensional semejante a las de clase 1 

(Brown 1988) (Figura 4). Durante la biosíntesis, las moléculas de clase 11 se asocia 

intracelularmente con una tercera glucoproteína no polimórfica, conocida como cadena 

invariante, y con una molécula de proteoglicano azufrado. Todavía no se conoce bien la 

función de este intermediario biosintético (Figura 4) (19,21). 

Al igual que las moléculas de clase 1, las de clase 11 son altamente 

polimorfas. Este polimorfismo está definido por: 

I . Anticuerpos específicos de clase 11 (aloantisueros y anticuerpos monoclonales); 

2. Células '1' aloproliferativas que renoconocen 	vitro y proliferan en respuesta a 

moléculas extrañas de clase DR; 

3. Concentración isoeléctrica, y electroforesis bidimensional en gel, de moléculas aisladas 

de clase II. 

4. Hibridación empleando endonucleasas de restricción, mediante sondas específicas del 

locus (técnica que detecta el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción [RFLPD; 

5. Hibridación de genes de clase 11 con sondas de oligonucleótidos aleloespecíficas (SSO). 

6. Amplificación de genes de clase 11 con iniciadores secuencia específica (SSP). 

7. Secuenciación de los nucleótidos de los genes clase 11 (►  1). 
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Figura 4. La estructura de las moléculas de clase II es semejante a la de las moléculas de clase 
Las moléculas de clase II están compuestas de dos cadenas glicoproteicas transmembranales como se muestra 
esquemáticamente en el esquema (d). El esquema (a) muestra la representación computarizada de la molécula de HLA clase 
II (en este caso la proteína HIA-OR1), el esquema (b) muestra el diagrama equivalente de la estructura terciaria y secundaria 
de la molécula. Las dos cadenas se encuentran unidas por uniones no covalentes ( diagrama c y d). Fotografla realizada por 
C. Thorpe (150). 

2.6 GENES DE CLASE II. 

Las cadenas a y p de las moléculas de clase 11 estar codificadas en 1.100 

kilobases del complejo MI-1C (Korman, 1985; Bell, 1985). La región comprende tres 

subregiones - DR, DQ y DP -, cada una de las cuales codifica al menos un gen expresado 

a y [3. Otros genes de la región son pseudogenes, o bien no 	han detectado sus 

productos de expresión. Las comparaciones de secuencias sugieren la existencia de una 

serie de duplicaciones de los genes durante la evolución de este complejo genético. La 

división original dió lugar probablemente a los genes primordiales a y p. Otras 

duplicaciones más recientes generaron las subregiones DR, DQ y DP, seguidas de otra 

duplicación para obtener los pares a/(3 dentro de las subregiones (Figura 5). 

Un gen típico contiene 5 exones que codifican: 1) la región no traducida 5', 

la secuencia de señales y los primeros aminoácidos del polipéptido maduro; 2) el dominio 

al; 3) el dominio a2; 4) el polipéptido de conexión, la región transmembranar, la cola 

citoplásmica y una porción de la región 3' no traducida incluida la señal de adición poli-A. 

Un gen típico de la cadena R  es similar al de la cadena a, pero posee un exón extra para la 

cola citoplásmica (11,18). 
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Figura 5. Representación esquemática de los genes DRa y DR[3. 
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2.6.1 SUBREG1ON DR. 

La subregión DR codifica una o dos moléculas DR, según el haplotipo. 

Algunos haplotipos, como DR1 y DR8, expresan un solo gen o DR, mientras que la 

mayoría de los haplotipos DR restantes expresan dos productos de los genes a-DR. La 

subregión contiene un solo gen expresado de I cadena a-DR, que es casi idéntico en los 

distintos haplotipos, Los cuales difieren en una sola sustitución conservadora de un 

aminoácido, en el dominio citoplásmico. 

El gen 3-DR más centromérico, DRB1 codifica una cadena (3 notablemente 

polimorfa que, al asociarse con la cadena a, presenta especificaciones serológicas 	- 

DRw18. Esta molécula suele ser la predominante de clase 11 sobre la superficie celular, ya 

que constituye aproximadamente el 65% de todas las moléculas de esta clase en dicha 

superficie. Existen múltiples diferencias secuenciales en los ácidos nucleicos y por lo tanto 

en los aminoácidos, de los productos alélicos DRBI; sin embargo, las diferencias se 

localizan principalmente en el dominio aminoterminal o y se agrupan en tres regiones 

variables que abarcan los aminoácidos 9 a 13, 26 a 37 y 67 a 74. 

El gen (3-DR localizado junto al gen a se expresa por parte de algunos 

haplotipos de clase II y es también polimorfo. Esta molécula representa aproximadamente 

el 15% de las moléculas de clase 11 de la superficie celular. En las células que expresan 

DR4, 7 y 9, esta segunda molécula DR se denomina DRw53 y es invariable en la 

secuencia de aminoácidos entre estos haplotipos (Cuadro 4). En las células que expresan 

DIU, 5 y 6 esta segunda molécula recibe el nombre de DRw52 expresados por diferentes 

haplotipos DR puede diferir ligeramente en la secuencia de aminoácidos de la cadena (3. 

En la actualidad se han catalogado tres subtipos DRw52a, DRw52b y DRw52c. En las 

células que expresan un haplotipo DR2, esta segunda molécula DR exhibe también 

determinantes serológicos DR2. (10,11, 18, 24). 
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CUADRO 4. ASOCIACIONES ENTRE LAS ESPECIFICIDADES 
SEROLOGICAS DR. 	 _  -  

DRw52 	 DRw53 

DRw17(3) 	 DR4 

DRw18(3) 

DItsv 11(5) 	 DR9 

DRw12(5) 

DRwS 

DRw13(w6) 

Dflw14(w6) 

2.6.2 SURREGION DQ. 

Existen dos genes a y p codificados en la subregión DQ. Una serie de 

genes 	y fl que portan las especificidades serológicas DQwI - 9. Las moléculas DQ 

representan aproximadamente el 15 % de las moléculas de clase 11 sobre la superficie 

celular Las diferencias entre los productos alélicos DQAI están distribuidas por todo el 

primer dominio, con un foco de variabilidad en la región que codifica los aminoácidos 45 a 

56. Las diferencias entre los productos alélicos DQ131, como DR131, se encuentran 

agrupadas. Debido a que tanto DQAI como DQB1 son polimorfos y pueden asociarse en 

posición frotis o cis, los heterocigotos son potencialmente capaces de expresar cuatro 

moléculas DQ diferentes sobre la superficie celular. Las moléculas DQ que transportan la 

misma especificidad serológica DQ se encuentran asociadas a diversos haplotipos DR. 

Cuadro 5. Aunque estas moléculas llevan la misma especificidad serológica, pueden estar 

compuestas estructuralmente de diferentes cadenas a y B. Así por ejemplo, las moléculas 

codificadas por los haplotipos DRw15 (2) y DRw13 (w6) difieren en cuanto a la secuencia 

de aminoácidos. La segunda serie de genes a y en la subregión DQ, DQA2 y DQB2 
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(denominada a veces DN), son muy similares en su estructura a los genes DQA1 y IX)131; 

sin embargo, no se conoce bien si e s tos genes expresan un producto limcional 	18). 

2,6.3 SUBREGION 1)1'. 

La subregián DP co difica también dos series de genes a y p. Una serie 

codifica el producto DP de las proteínas y la otra esta compuesta por pseudogenes. En la 

actualidad, la Asociación Internacional para la tipificación de LILA sólo acepta 6 

especificidades DP; sin embargo, el análisis secuencia! del DNA ha permitido identificar al 

menos 14 alelos del sistema DP, 	polimorfismo de DPA I está limitado a tan sólo unas 

pocas formas alélicas. La cadena 1) PBI es más polimorfa, y su variabilidad se encuentra 

agrupada en 5 regiones que codifican a los aminoácidos 8 a 11, 35 a 36, 55 a 57, 65 a 69 y . 

84 a 88 (Bugawan, 1988). Los alelos de DPB 1 comparten desde ninguna secuencia 

(DPwl frente a DPw2) a 4 de ellas (DPw3 frente a DPw6), en estas regiones variables. 

Debido a estas secuencias compartidas de aminoácidos, raramente se encuentran 

aloantisueros monoespecificos que definan alek..•:; DP, El nivel de expresión de DP sobre la 

superficie celular es muy bajo ( 5% del total de moléculas expresadas de clase 11 ), y estas 

moléculas suelen detectarse mediante reactivos para la tipificación de linfocitos 

estimulados. 

Las moléculas de clase II se expresan sobre las células del sistema 

inmunitario, incluidos los macráfagos, las células dendríticas, los linfocitos B y los 

linfocitos 'I activados ( ► o, 	18, 21), 

2,7 GRAOS GENES DE CLASE II. 

Se han descrito al me nos otros dos genes de Clase 11, DZ (o DN)-a y DO-

[3. No se sabe aún si estos genes se expresan como productos proteicos, aunque es 

probable que, si se codifican una cadena a y una 13 en estos dos locus, no constituyan una 

pareja cdfl 
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2.8 	RECULACION DE LA EXPRESION DE LOS 

CENES DE CLASE 11. 

Los genes de clase II se expresan coordinadamente en las células linfoides, 

y pueden ser inducidas por la acción del interferón-g en la mayoría de tipos celulares. Las 

moléculas de clase II se modulan también por otras citocinas, como la interleucina 4 (IL-

4), el factor de necrosis tumoral (TNF) y las protaglandinas liberadas por las células T 

durante el reconocimiento del complejo MY-antígeno, En todos los genes de clase II se 

encuentran dos o más secuencias de DNA altamente conservadas, en una región que 

provee las secuencias de codificación. En dichas secuencias se unen las proteínas que 

regulan la expresión de los genes de clase 11. Se han descrito mutaciones, algunas de las 

cuales afectan las secuencias reguladoras, que simultáneamente eliminan la expresión de 

todos los genes de clase 11, lo que da lugar a un forma de inmunodeficiencia grave 

combinada (10, 1 I, 18), 

2.9 DESEQUILIBRIO DE UNION EN 

LA REGION DE CLASE 11. 

Ciertos alelos de DR y DQ se heredan conjuntamente con mayor frecuencia 

de la esperada. En el cuadro 5 se presenta una lista de las asociaciones comunes. La 

frecuencia de algunas de estas combinaciones (p.ejem. DRw11, DQw1; DRw9, DQw9 

[w31) difiere notablemente entre subpoblaciones de origen africano y euroasiático. Es 

común la unión de los loci DP y DR/DQ, lo que da lugar a asociaciones mucho más laxas 

entre los alelos DR/DQ y 1)1', excepto en el caso de una asociación entre DPwI y DRw17 
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CUADRO 5. ASOCIACIONES DR I DQ COMUNES. 

DQw I 	 DQw2 	 1)Qw3 	 1)Qw4. 

DR1 	 DRw 1 7 (3) 	DIU 	 DRwl8 (3) 

DRwI5 (2) 	DR7 	 DRwI 1 (5) 	DR4 

DRw16 (2) 	DR9 	 DRwI2 (5) 	DRw8 

DR.w13 (w6) 
	

DR7 

DR‘v14 (w6) 
	

DRw8 

DRwil (5) 
	

DRwl3 (6) 

DRw8 

2.10 MOLECULAS DE CLASE 

Aunque las moléculas de las clases 1 y 11 se distinguen por las similitudes 

estructurales y funcionales compartidas por los miembros de cada clase, las moléculas de 

clase 111 pueden definirse solamente como "ni I, ni II ", debido a que sus genes o 

productos no tienen características comunes (Alper, 1984). Las proteínas C2 y C4 de la 

vía clásica del complemento, y el factor B (BF) de la vía alterna están codificados en una 

región de 120 kb de DNA genómico, a unos 300 kb desde IlLA-DR y a 650 kb desde 

FILA-B. C2 y el factor B muestran una considerable homología en la secuencia de 

aminoácidos y comparten una serie de características fisicoquímicas y funcionales, lo cual 

sugiere que ambos genes surgen por duplicación conjunta de un gen antecesor semejante 

al factor B. Los dos son proteasas de serina (pertenecientes a la familia SERPIN de las 

proteínas plasmáticas) e intervienen en la mediación del desdoblamiento de C3 durante la 
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activación de las respectivas vías. C4, está relacionado con C3 y Cf ; además, en virtud de 

que contiene un enlace tioéster interno muy reactivo, tiene relac.on con C3 y con el 

inhibidor de la proteasa (x2- macroglobulina, aunque el gen para C3 está unido de forma 

laxa al MHC en el ratón, en el hombre se encuentra sobre un cromosoma completamente 

distinto del MLIC (cromosoma 5). El C4 humano está codificado pm-  dos locus altamente 

homólogos, denominados C4A y C4B. En posición 3' junto a cala locus C4 existe un 

locus para el citocromo P450-21 hidroxilasa, esteroide :uprarrenal, conocida 

habitualmente como 21 hidroxilasa o 21011 . Se ha observado que 1..)s genes para el factor 

de necrosis tumoral (TNF) a y p, están localizados también en el vIIIC y se encuentran 

situados a 250 kb del 1-ILA-13 en dirección centromérica (1,17). 
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NOM ENCLATISA. 

La terminología del FILA es designada por un comité de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), basándose en los resultados de Simposios Internacionales en 

los que se intercambian los reactivas de tipificación entre los laboratorios participantes. La 

nomenclatura adoptada en 1975 se modificó ampliamente en 1987. Después del 10° Taller 

Internacional de Histocompatibilidad, se puso especial énfasis en la nomenclatura de la 

región FILA-D. Todos los genes de la región FILA-D están: 

i. Prefijados por la letra D. 

2. Seguidos por una letra que indica la subregión (definida por la posición y similitud de 

los genes dentro de una subregión, p,ejem. R, Q o P). 

3. Seguidos de las letras A o 13 para indicar los genes de las cadenas a o (3 (o secuencias 

relacionadas en el caso de los pseudogenes). 

4. Un número cuando existe más de un gen (o pseudogen) de dichas cadenas en una 

subregión. 

A los nuevos genes de la región de clase 1 se les otorga designaciones de 

una sola letra en secuencia, con omisión de la D y con el prefijo FILA. Las asignaciones 

provisionales otorgadas por el simposio para las especificidades consisten en una "w" que 

precede al número. Después de cada Taller Internacional de Histocompatibilidad, se 

definen diversas especilicidades antiguas, al irse refinando la definición, hasta que 

finalmente los reactivos logran definir un solo producto alélico. La definición más 

restringida de la especificidad se deno►nina especidad subtípica; las especificidades más 

amplias y compartidas se califican de supertípicas. Por ejemplo, B44 y B45 son 

especificidades subtípicas de la especidad supertípica 1312. 

Varios productos alélicos diferentes definidos por sus secuencias de 

nucleótidos presentan una especificidad única serológica o celular. Dado que la definición 

fundamental de un alelo está establecida por la secuencia cle nucleótidos de un 

determinado gen, se desarrolló una nomenclatura para especificar estos alelos, definidos 
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molecularmente, pero no desde los puntos de vista serológicos ni celular A cada alelo 

definido por una secuencia de nucleótidos se le otorga un número exclusivo, depiles de un 

asterisco que viene, a su vez, a continuación del nombre dado por el gen. Los primeros 

dos dígitos describen la especificidad serológica más estrechamente asociada, y los dos 

siguientes completan el número del alelo. Ello permite conservar lo más posible la relación 

entre los alelos y las especificidades serológicas. así las designaciones formales de los 

alelos correspondientes a las variantes relacionadas con FILA-A2, definidas por el análisis 

secuencia' de nucleótidos son: A*0201, A*0202, A*0203 y A*0204. Los criterios para 

aceptar una secuencia confirmada incluyen el poner a disposición general, por ejemplo, en 

bases de datos: 

1. El gen donado a partir del cual se derivó la secuencia. 

2. La fuente de células a partir de donde se derivó el gen donado. 

3. La secuencia de nucleótidos del gen, o si no es posible, la secuencia de aminoácidos del 

producto alélico. 

Obsérvese que no existe ningún 4 0 6 en las series alélicas A o B; ello se 

debe a que estos números se reservaron para el sistema leucocitario 4a, 4b, que se estaba 

investigando durante la época en que se desarrolló el sistema original de la nomenclatura, 

en 1967. Tan sólo hasta 1977 se realizaron experimentos en los que se demostró que las 

especificidades 4a (ahora Bw4) y 4b (ahora Bw6) residían en la misma molécula que las 

subtípicas del locus B, pero en un lugar diferente. Así pues, 13w4 y 13w6 son un sistema 

dialélico, y todas las moléculas del locus B llevan característicamente ya sea la 

especificidad w4 o la w6. tu). 

Hasta 1995 se han reportado 41 alelos del locus A, 61 del locus B, 18 del 

locus C, en el locus D: 106 para DR131, 4 para DRB3, 5 en DRB4, 5 para DRB5, 1 para 

DRA. lo cual indica que este gen no es polimórfico, 26 para DQB1, 15 para DQA1, 59 de 

DPB I, 8 de DPA I, 4 para el locus DMA, 4 del locus DMB, así como 4 para TAP1, 3 para 

TAP2 y 2 para LMP2. t ► s ► o 
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4. GENE'I'ICA DEL LILA. 

Aún cuando existen muchos alelos en los locus de LILA, todo el grupo de 

genes o HAPLOTIPOS se hereda como unidad (en un mismo Jromosoma) en forma 

codominante. Por consenso general, los dos haplotipos del padre se designan como a y b 

y los dos genes de la madre como c y d. Los hijos por lo tanto podrán ser ac, ad, be o bd. 

Cuando dos hijos heredan los mismos haplotipos (es decir, si son lx y bd) se dice que son 

haploidenticos, y si no comparten ninguno (o sea si son ac y bd) se (iice son haplodistintos 

(g). 

Los cuatro genes del complemento en poblaciones de haplotipos, 

investigados en estudios de familias, muestran un significativo desec,uilibrio de enlace. No 

se ha evidenciado recombinaciones entre los genes del complemento. Por estos motivos, 

se consideran como unidades genéticas simples, y se designan por sus alelos 	C4A 

y C4B. Así, BF*S, C2*C, C4A*QO, C4B*1 es un complotipo que de modo abreviado se 

conoce como SCO 0(4 

Se conoce, desde 1967, que ciertos antígenos LILA, al mismo tiempo que 

son característicos de una población (o sea, tienen una frecuencia elevada), prácticamente 

no existen en otra. 

Los estudios de FILA en los Talleres Internacionales han permitido estudiar 

poblaciones tan disímbolas como los pigmeos africanos y los esquimales, los sherpas de 

Nepal, los indios americanos, los aborígenes australianos, y en forma exhaustiva los 

diferentes grupos orientales. 

Algunos antígenos como el A2 y B35 se encuentran en, prácticamente 

todas las poblaciones; otros, como el A I, A3, B8 y B27, caracterizan a caucásicos y 

negros y rara vez se presentan en orientales. 
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Ciertos antígenos son distintivos (le la población negra como el 1345, y el de 

los individuos chinos es el 846. 

En la población caucásica, ciertos haplotipos son extremadamente 

frecuentes, como el A I -B8-DR3 o el A3-B7-DR2. 

La ocurrencia de antígenos con una frecuencia mayor a lo esperado dadas 

sus frecuencias individuales, se les conoce como "desequilibrio (le enlace". Las causas de 

este fenómeno son muy diversas, y entre ellas deben considerarse: expansión de la 

población, migración, mezcla reciente de poblaciones heterogéneas (falta de tiempo para el 

desequilibrio), etc. pero también debe examinarse la posibilidad de que la selección natural 

sea la causa del desequilibrio de algunos de ellos no. 

4.1. IIAPLOTIPOS EXTENDIDOS. 

A los haplotipos extendidos que muestran desequilibrio de enlace entre 

alelos de los loci del sistema HLA y los complotipos, se les llama "haplotipos extendidos" 

para distinguirlos (le los haplotipos que no incluyen todos los genes. 

En la población caucásica, los haplotipos extendidos constituyen el 30% del 

total de los haplotipos. 

Su importancia clínica se debe a que varías enfermedades se acompañan de 

estos haplotipos extendidos y, además porque cada grupo étnico posee haplotipos 

extendidos que le son exclusivos y por lo tanto característicos. 

La cuadro 6 muestra haplotipos extendidos (haplotipos en desequilibrio de 

enlace) en varios grupos étnicos. 
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CUADRO 6. I-I 	')TIPOS EXTENDIDOS. 

Caucásicos 	 aponeses 	 M exica n os 

1353, DR2, SC20 	 1335, DR4, SC31 138, DR3, SCO I 

137, DR2, SC31 

B44, DR7, FC3 I 

1344, DR4, SC30 

1357, DR7, SC6I 

B38, DR4, SC21 

1362, DR4, SC33 

1354, DR4, SC35 

1144, DR.13, FC31 

137, DR1, SC31 

1362, DR4, SC31 

1346, DR8, SC42 

1361, DR9, SC3 I 

1316, DR2, SC31 

1360, DR4, SC31 

1335, DR8, SC42 

1314, D111, SC2 I 

13 I6, DR8, SC32 

1361, DR4, SC31 

Granados J. (9) 

Desde el punto de vista fimcional, recientemente se demostró que dos 

individuos no emparentados, pero que comparten un haplotipo extendido, tienen un grado 

de proliferación igual que el generado por los hermanos HLA idénticos (9). 

5. ASOCIACION DEL MHC CON 

ENFERMEDADES. 

El MHC es el sistema más complejo y polimórfico conocido en el hombre. 

Además de su reconocida importancia en la aceptación y rechazo de aloinjertos se ha 

demostrado que el sistema HLA juega un papel importante en la susceptibilidad a varias 

enfermedades, particularmente aquellas con una base inmunológica o autoinmune. Algunas 

enfermedades ocurren más frecuentemente en individuos que llevan genes particulares del 

MHC. Lilly en 1964 fué el primero en descubrir que el MHC en el ratón (H-2) contiene 

los genes que confieren resistencia a el virus de la leucemia murina de Gross (Rgv-1). Más 

tarde McDevit, Sela y Benacerraf (1969) demostraron que la respuesta inmune estaba 

genéticamente controlada en el ratón y en el cobayo. 
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En el humano, el primer reporte de una asociación débil entre FILA y 

enfermedad de Hodgkin fué efectuado por Amiel en 1%7. Aunque a partir de esta fecha 

se empezó a estudiar la asociación de algunas enfermedades con los antígenos LILA, 

fueron los estudios de Brewerton y Schosstein en 1973, que revelaron una fuerte 

asociación entre la espondilitis anquilosante y el antígeno clase 1 LILA-1327 presente en 

95% de los pacientes y en sólo el 5% de los individuos sanos, lo que inició una avalancha 

de estudios de asociación entre el sistema LILA y la susceptibilidad a varios cientos de 

enfermedades (de Vries 1995). 

Posteriormente, junto con la mejor caracterización del locus D diferentes 

estudios permitieron descubrir que la asociación entre FILA y algunas enfermedades era 

más fuerte con los antígenos de clase II (I)R). En la actualidad el estudio de otros 

antígenos de clase II como DQ y DP así como otros genes del sistema FILA (TAP y LIVIP) 

han hecho necesario que se investigue si estos genes podrían ser responsables de la 

asociación, esto es que se encuentren más fiiertemente asociados con las enfermedades 

que los antígenos previamente estudiados (Batcherlor y col. 1987, Svejgaard y col. 1983). 

La asociación del sistema FILA con diferentes enfermedades se han 

clasificado en dos formas. La primera está basada en los mecanismos de patogénesis, que 

incluyen a las enfermedades: 

a) de etiología no autoinmune (deficiencia de 2 1-hidroxilasa), 

b) autoinmunes (artritis reumatoide, diabetes mellitus insulino dependiente, espondilitis 
anquilosante, etc.) y 

e) de etiología desconocida (narcolepsia). 

La segunda clasificación se realizó en base a la asociación con los diferentes 

antígenos HLA, así las enfermedades asociadas a los antígenos de clase 1 quedan incluidas 

principalmente las espondiloartropatías asociadas a HLA-B27, en las enfermedades 

4 



asociadas a los antígenos de clase II que inc luyen enfermedades de Origen autoinimme, 

relacionadas especialmente con el locus 111A-111 y en las enfermedades asociadas con 

antígenos de clase III que incluyen deficiencias de C2, C,1 y 21 01-1 (Lechler 1994, Vargas 

- Alarcón y Granados 1993). 

Existen fundamentalmente dos métodos de estudios que son empleados 

para investigar la relación entre FILA y enfermedad: 

I Estudios en población abierta. La mayoría de los estudios de asociación entre FILA 

y enfermedad son estudios de población abierta en los cuales las frecuencias antigénicas 

HLA en un grupo de pacientes no relacionados se compara con las frecuencias 

obtenidas en un grupo testigo. Ambos grupos deben de consistir en individuos no 

consanguíneos, pertenecientes al mismo grupo étnico y que incluyan individuos del 

mismo rango de edad, nivel socioeconómico y sexo. 

2. Estudios familiares. En éste método se investiga si el gen de susceptibilidad a la 

enfermedad se hereda dentro de la familia ligado a un haplotipo 	Los estudios 

familiares aunque son mas informativos y permiten relacionar una enfermedad tanto con 

genes del sistema HLA como con genes no HLA en desequilibrio de enlace con genes 

HLA, generalmente son mas difíciles de realizar y sólo se realizan una vez que se ha 

encontrado una asociación por estudios de p oblación abierta. 

Resulta esencial en estos estudios tener claros los criterios de inclusión de 

pacientes y controles. La prevalencia de la efferrnedad usualmente determina el número de 

pacientes incluidos en el estudio. Para enfermedades comunes las muestras pueden 

obtenerse rápidamente, en enfermedades más raras resulta necesario incluir pacientes de 

diferentes regiones. Como regla general ahilemos 50 pacientes deben ser incluidos, sin 

embargo, el número puede ser menor para enfermedades raras, particularmente si 



presentan una inerte asociación con un antígeno FILA y sobre todo si existe la posibilidad 

de efectuar estudios familiares que suelen ser mas intbrmativos. 

Deben de tenerse en cuenta la heterogeneidad clínica (p. ejem. en LEG) y 

los aspectos epidemiológicos de la enfermedad en estudio (p. ejem. prevalencia de la 

enfermedad en diversos grupos étnicos y de diversas áreas geográficas)ts) 

Las enfermedades asociadas con el sistema FILA generalmente presentan 

las siguientes características: son de etiología desconocida, tienen tendencia a la 

cronicidad y presenta alteración de procesos inmunológicos. además de que pueden 

presentar un agrupamiento familiar y aparecer más (le un caso entre consanguíneos. 

A la fecha se han propuesto varias hipótesis que intentan explicar los 

mecanismos de asociación entre FILA y enfermedad: 

1, Similitud kriolecular entre antígenos IBA y antígenos de agentes infecciosos: 

Ebringer en 1976 encontró que Klebsiella sp. estaba presente en pacientes con. 

espondilitis anquilosante, posteriormente Seager en Australia demostró que anticuerpos 

contra algunas cepas de Klebsiella sp. reaccionaron con los linfocitos sólo en pacientes 

que tuvieran IILA-B27 y espondilitis anquilosante, demostrando claramente la 

existencia de determinantes antigénicos comunes entre el FILA-B27 y algunas cepas de 

Klebsiella Sp. En base a estos resultados es posible explicar la susceptibilidad como 

debida a reacción cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antígeno del 

sistema FILA. 

2. Modificación de la estructura de los antígenos LILA: Una infección o agente 

químico puede afectar a un individuo en su capacidad de producir una respuesta 

inmune. Por otra parte, dichos agentes pueden producir alteraciones en las moléculas 
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FILA capaces de ser detectadas por el sistema inmunológico y conducir a una respuesta 

autoinmune contra las células alteradas capaz de generar una enfermedad. 

3 Antígenos de LILA como receptores: Los antígenos FILA pueden actuar como 

receptores a algunos agentes infecciosos o a sus productos antigenicos, y de esta forma 

se establece el desarrollo de la enfermedad. Heleniud ha mostrado que antígenos HLA-

A y FILA-13 sirven como receptores para el virus Semliki firest. 

4. Deficiencias en la respuesta inmune: Los antígenos del sistema FILA participan en la 

regulación de la respuesta inmune, por lo tanto, cualquier transtorno que se manifieste 

como aumento o defecto en la respuesta inmune podría involucrar a los antígenos FILA 

y explicar así su asociación con predisposición a la enfermedad. 

5. Deficiencias de los antígenos LILA clase III. Las deficiencias de los antígenos de 

clase III pueden estar en desequilibrio génico con otro antígeno LILA, por ejemplo: la 

deficiencia de C2 en LEG se ha encontrado asociada con DI13 y en la hiperplasia 

adrenal congénita existe una asociación entre el defecto en el gen CYP21 de la 21-

hidroxilasa y el antígeno FILA-B47 (Thorsby 1995). (11,12,24), 
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6. ANÁLISIS ESTADISTICO DE DATOS. 

En los reportes de las frecuencias de alelos de MFIC es necesario conocer si 

existe un aumento significativo de determinado alelo en individuos que presentan alguna 

enfermedad un respecto a la frecuencia encontrada en la población normal. Para este tipo 

de análisis se emplea el método propuesto por Woolf en 1955 y que fue posteriormente 

modificado por Haldane. 

El análisis de datos con respecto a un antígeno particular ( p.ejem. A I „A2, 

etc.) inicia con una tabla de contingencia 2 X 2 de la manera siguiente: 

Número de individuos. 

Positivos para el antígeno 	Negativos para el antígeno 

a 
	

b 

e 
	

d 

Pacientes 

Controles 

La incidencia de enfermedad en un individuo positivo para el antígeno es 

a/c X una constante y para individuos negativos para el antígeno es b/d X una constante. 

La incidencia relativa, X finé definida por Woolf como: 

, ale ab 
A 	 --

b / d ed 
[1]  

En la literatura sobre LILA y su asociación con enfermedades se ha 

empleado el término de riesgo relativo para describir X. 

El riesgo relativo indica cuantas veces es más frecuente la enfermedad en 

individuos positivos para un antígeno en comparación con individuos negativos para el 

mismo antígeno. 
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Cuando X es < l el antígeno es menor en los pacientes. Sin embargo el 

valor calculado de X puede IR) ser significativamente diferente de la unidad, entonces es 

necesario emplear: 

y = log, X 	[2] 

La varianza de la muestra (y), en función de y es: 

1 	1 	1 	1 
I' , 	— [3] 

b e d 

y, w es el peso de y 

[4] 

X21  wy2  [5] 

La significancia estadística de la diferencia de X con respecto a la unidad es 

probada mediante una X' con I grado de libertad. 

Si esta X' es 3.84, se concluye que es riesgo relativo es significativamente 

diferente de 1 y el antígeno está asociado con la enfermedad. En otras palabras esta 

diferencia es significativa entre la frecuencia de los grupos de pacientes y controles. 

En el estudio de los antígenos FILA, con frecuencia algunos de los valores 

para a, b, c y d son casi cero. Los números pequeños en la fórmula anterior puede 
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introducir un sesgo en la estimación del riesgo relativo. Esto también ocurre cuando todos 

los pacientes son positivos para un antígeno (b O) , o bien que no existan individuos dd 

grupo control positivos para el antígeno (c — O), el riesgo relativo no puede definirse 

mediante la fórmula de Woolf En estas situaciones debe emplear la modificación de 

'tildarte. Con esta modificación el riesgo relativo es: 

(2a + I)(2d + 1) 
X = 	 [6] 

(2c + l)(2b + 1) 

El valor de y es: 

y = loge 
(2a

, 
 + I)(2d + 1

) [7] 
(2e + I)(2b + I) 

y la varianza de la muestra en función de y es: 

1 	1 	1 	 1 
= 	-- -- --- [81 

a-+-I b 4- + c/+ l 

y al igual que en la fórmula de Woolf 

11,  = 
1 	

[9.1 

x210  ---- wy2  [lo] 

NIVEL DE SIGNIFICANCIA Y VALORES DE p. 

Si el valor calculado de X' en la ecuación [10] es 3.84 entonces se 

concluye que el riesgo relativo es significativamente diferente de 1 (el antígeno está 

asociado con la enfermedad). El nivel de significancia es reportado en términos de 
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probabilidad (valor de p). Para datos biológicos, la regla generalmente aceptada es que, 

para que una diferencia sea aceptada como significativa, el valor de p debe ser 0.05. El 

valor de p correspondiente a la X' de 3.84 es 0.05. Un valor de p = 0.001 es considerado 

altamente significativo. 

COMPARACIONES MULTIPLES Y VALOR CORREGIDO DE p: 

En estudios de antígenos de FILA y asociación con enfermedad, cada 

individuo es estudiado para varios antígenos y el mismo dato es empleado para comparar 

la frecuencia de todos los tipos antigénicos. En esta comparación múltiple, es probable que 

la frecuencia de un antígeno resulte significativa (incrementada o disminuida, con un valor 

de p= 0.05), pero esta diferencia puede deberse a la casualidad, es decir que se tipifican 

pacientes y controles para los 92 antígenos conocidos del FILA, puede esperarse encontrar 

diferencias significativas debidas a la casualidad. Este error puede ser corregido 

empleando el método de Bonferoni. En este procedimiento los valores de p con 

"corregidos" mediante la multiplicación con en el número de antígenos comparados. Si el 

resultado corregido del valor de p para un antígeno es aún 50.05 entonces el antígeno es 

considerado como significativamente asociado con la enfermedad. 

Otra forma de corregir la desviación debida a comparaciones múltiples es 

realizar un segundo estudio sobre la misma enfermedad y buscar una asociación con los 

antígenos que han resultado incrementados o disminuidos significativamente en el primer 

estudio. Si los valores de p en este segundo estudio son nuevamente 5.0.05 o menor, 

entonces estos antígenos pueden considerarse como significativamente asociados con la 

enfermedad. En este segundo estudio se plantea una hipótesis específica ("?Está el 

antígeno "A" asociado con la enfermedad?") y entonces la corrección por comparaciones 

múltiples no es necesaria oo. 
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7, ASOCIACIONES DEL MI IC CON 

HL LUPUS ERIUMATOSO GENERALIZADO, 

La complejidad de LEG es paralela a su heterogeneidad respecto a 

manifestaciones clínicas y serologicas. El reconocimiento de estas diferencias ha 

conducido a estudios de la interrelación entre varios subgrupos clínicos, de 

autoanticuerpos y genéticos de la enfermedad. Esta estrategia ha revelado subgrupos más 

homogéneos de la enfermedad y los recientes avances en biología molecular permiten 

ahora examinar estas asociaciones genéticas - autoanticuerpos - clínicas a un nivel más 

detallado. El concepto que actualmente se maneja es que el lupus representa un desorden 

complejo con características múltiples distintivas cuyas reacciones autoinmunes 

frecuentemente se sobreponen, cada una de estas está mediada por perfiles genéticos 

específicos (29.30, 33, 35.36, :38). 

7.1 	DEFICIENCIAS HEREDADAS DEL COMPLEMENTO. 

Los defectos heredados de los genes del complemento, especialmente 

aquellos resultantes en deficiencias completas de componentes iniciales de la vía clásica, 

confieren predisposición genética a enfermedades semejantes al Lupias (Cuadro 7), Las 

deficiencias homocigóticas de C 1, C4 y C2 se han asociado con ésta enfermedad. Hay 

también reportes de casos que sugieren una asociación con otras deficiencias del 

complemento, incluyendo el inhibidor de C I, C3 y los componentes finales de la vía C5-

C9. Existe controversia respecto a si el polimorfismo hereditario resultante en el gen de 

CR I produce una pobre expresión del receptor CR1 (C3b/C4b) y predisponer a LEG 08). 

Las deficiencias del complemento son defectos genéticos raros que podrían 

explicar solamente una minoría de los casos de LEG. 
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COMPONENTE DEL 	LOCALIZACION DEL 	RIESGO RELATIVO 

COMPLEMENTO 	CROMOSOMA 

C I Q 	 I p 	 alto 

Clr-Cls 	 12p 	 alto 

C4 total 	 6q (MlIC) 	 alto 

C4A nulo homocigoto 	 6q (MHC) 	 17 

C4A nulo heterocigoto 	 6q (MHC) 	 7 

C2 nulo homocigoto 	 6q (M.HC) 	 moderado 

C2 nulo heterocigoto 	 6q (MEC) 	 bajo 

Las características clínicas del lupus en estas instancias son frecuentemente 

atípicas (Cuadro 8). 

CUADRO 7. 

Arnett, Reveille (1992). 

CUADRO 8. CARACTERISTICAS QUE SUGIEREN LEG SECUNDARIO A 
DEFICIENCIAS DE FACTORES INICIALES DE LA CASCADA DEL 
COMPLEMENTO, 

Inicio a edad temprana, 

Hombres más frecuentemente afectados, 

Rash extenso discoide o SCLE, 

Fotosensibilidad, 

Ausencia de inmunofluorescencia en la unión dermoepidérmiea, 

Nefritis moderada ó ausente, 

Títulos de ANA bajos o negativos, 

Anticuerpos anti- DNA negativos, 

Anticuerpos anti- Ro (SS-A) positivos, 

Infecciones recurrentes, 

Complemento hemolítico (CH50) extremadamente bajo ó ausente., 

Arnett, Reveille (1992). 
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Estos subgn► pos proporcionan importantes claves en la patogénesis de las 

formas más frecuentes de lupas. Los componentes iniciales del complemento normalmente 

tienen un papel importante en la estabilización y depuración de complejos inmunes. Los 

complejos inmunes que contienen ige, o 1gM activan la vía clásica del complemento 

iniciando con la unión de C lq y posteriormente C I r, Cls, C4, C2 y C3b. Este complejo 

agregado se une al receptor CR 1 (C3b/C4b) que se encuentra en los eritrocitos y entonces 

pueden ser eliminados por los macrófitgos del sistema retículo endotelial antes de que 

puedan depositarse en órganos altamente vascularizados, tales como los riñones o los 

pulmones. Además una función de C3b es que puede rearreglar estos grandes agregados 

en complejos de menor tamaño, los cuales son más solubles. La deficiencia de cualquiera 

de estos componentes puede conducir a una compleja deficiencia en el procesamiento, 

depuración y finalmente depósito en sitios inapropiados de complejos inmunes on. 

7.1.1 DEFICIENCIA DE Clip 

El componente del complemento C1 es una macromolécula que consiste de 

tres subcomponentes unidos en forma no covalente (C lq, C 1 r, C 1s), los cuales son 

producto de 5 genes; 3 para Clq ( cadenas A, 13 y C ) y uno para cada componente C 1 r, 

Cls. Los tres polipéptidos que constituyen la molécula de C lq son codificados por tres 

genes altamente homólogos que se encuentran sobre el brazo largo del cromosoma 1 

[(1p34.1 - 36.3 en el orden A-C-13 (5'---> 3')]. Cada gen de 2.6 kb está compuesto de 2 

exones. 

El gen que codifica para el componente C8 se encuentra cercano a este 

locus, sobre este mismo cromosoma pero distante del locus de Clq se encuentran los 

genes que codifican para reguladores de la activación del complemento (RCA), los cuales 
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incluyen CR I (CID 5), CR2 (CD21), proteína ligadora de G1 Gibo), factor aNkrador del 

decaimiento (IMF), proteína cofactor de membrana (IVICP)(CD416) y Factor II. 

Existe un número limitado de casos descritos de individuos con deficiencia 

de Clq. Esta deficiencia parece tener un patrón de herencia autosómico recesivo. Los 

individuos con esta deficiencia tienen niveles marcadamente reducidos de C1150 y 

actividad funcional de C1, mientras que los niveles séricos de otros componentes del 

complemento, incluyendo Clr y Cls, 	generalmente no males. Se han descrito al 

menos dos formas de esta deficiencia: 1)1)0 se detecta Clq ni por análisis flincionales ni 

por métodos inmunoquímicos; 2) la forma inmunoquímica está presente, pero no se 

detecta actividad de C 1 q (Clq disfuncional). Se han estudiado dos familias con C lq 

disfuncional las cuales mostraron una deficiencia antigénica comparada con Clq normal, 

esta molécula defectuosa no se une a inmunoglobulinas ni interacciona con las 

subunidades C 1 r, C I s. en ambas familias esta molécula presenta una masa relativa 

diferente entre sí y diferente C lq normal, por lo que esta d eficiencia es genéticamente 

heterogénea. 

En el estudio de una familia con esta deficiencia se describió una mutación 

puntual en la cadena (3 en el residuo 150 resultando en un codón de terminación, con la 

pérdida de un sitio de restricción detectable por Taq I. En una segunda familia se describió 

una mutación que genera también un codón de terminación en la cadena a y produce un 

patrón diferente en el análisis de RFLP con Pvu II. En tres estudios familiares de 

deficiencia de Clq los patrones de restricción fueron normales y no se logró detectar el 

defecto, por lo que al parecer existe una gran heterogeneidad en las modificaciones 

moleculares que conducen a la deficiencia de Clq. No está claro si existen otros genes 

polimórficos que no han sido detectados aún. 
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A la fecha han sido reportados 13 individuos con deficiencia total de Clq y 

I1 de ellos presentaron una enfermedad semejante al 'pus, 1.,1 mayoría presentaron 

síntomas a una edad temprana, tales como: rash en piel, IbtosensIilidad, 8 manifestaron 

glomerulonefritis membranoproliferativa con deposición de inmunoglobulinas y 

complemento. Los títulos de ANA y anti-DNA sólo se maniiestaroa en la minoría y sólo 1 

individuo de 4 estudiados presentó antilto (SS-A). a, n..10) 

7.1.2 DEFICIENCIAS DE Cls y C lr.  

Los genes para C Is y C Ir se han milpeado juntos sobre el cromosoma 12 

(12p13), están separados entre sí por 9.5 kb, estos dos genes son altamente homólogos y 

probablemente han sido generados por duplicación génica. La expresión de estos genes es 

regulada por separado. 

Se ha descrito una deficiencia heredada de C Ir en donde la concentración 

de esta molécula se encuentra marcadamente reducida ( < 1% de lo normal ). Esta 

deficiencia es heredada en forma aUtosómica recesiva. Los pacientes con deficiencia de 

Clr/ Cls tienen disminuido CI-150 y la actividad de C 1 en suero, mientras que los niveles 

de C 1 q son normales. Las bases de la asociación entre los niveles moderadamente 

reducidos de C 1 s y la ausencia de C Ir es desconocida, pero quizá esté relacionada con la 

proximidad de los dos genes o a un efecto del metabolismo de C lr sobre la expresión de 

Clr. 

Se ha reportado polimortismo cuando se estudiaron estos genes con 

enzimas de restricción, Las deficiencias parecen presentarse juntas, pero no se han descrito 

bases moleculares en este defecto. 
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Al menos se ha reportado II casos con esta deficiencia de los cuales la 

mayoría presenta enfermedad similar al lupas. Estos pacientes presentan frecuentemente 

tbtosensibilidad y glomerulonefritis, mientras que ANA y anti-DNA son poco frecuentes y 

sólo en un paciente se demostró anti-Sin" 

7.1.3 DEFICIENCIA DE C2. 

C2 es una proenzinia que consta de una cadena sencilla de un PM de 

102,000. Está compuesta de 734 aa. y es codificada por especies de mRNA de 2.9 kb. El 

gen de C2 tiene una longitud de 18 kb. Este gen se encuentra ubicado en el brazo corto 

del cromosoma 6 entre los genes que codifican para factor B y kv proteína de choque 

térmico 70 (1-ISP70). 

Se ha detectado polimorfismo de C2 por isoelectroenfoque, la mayor parte 

de los individuos son homocigotos para la variante Cl*C (frecuencia génica = 0,97). Sin 

embargo técnicas que estudian DNA genómico tales como el Southern blot con cDNA y 

sondas específicas han revelado que existe una gran variabilidad en el locus C2. Se han 

publicado mapas de RFLP mediante los cuales se subdividen los haplotipos que llevan el 

alelo C2*C.(43) 

Existen 9 variantes reportadas a la fecha, incluyendo 4 variantes acídicas 

raras y 3 variantes básicas raras. 

La deficiencia de C2 es la más frecuente en el hombre. La incidencia de la 

deficiencia en forma homocigota ha sido estimada en 0.0025% - 0.01 % de la población 

normal. En los casos estudiados de I...EG la deficiencia heterocigota de C2 se encontró en 

54 



el 6% de los pacientes, mientras que en forma homocigota se encontró que cerca de la 

tercera parte de los individuos que presentan un síndrome semejante al LEG. Los 

pacientes deficientes de C2 pueden presentar además dermato-miositis, vasculitis y 

púrpura de Henoch-Scholeino, 11, 42) 

Los pacientes con lupus asociados con una deficiencia homocigota de C2 

presentan tipicamente un síndrome predominantemente cutáneo como el lupus eritematoso 

cutáneo subagudo (SCLE) o lupus ANA negativo. La nefritis es infrecuente, se han 

detectado en el 70% de los pacientes auto-anticuerpos anti-Ro (SS-A), pero no anti-La 

(SS-B). Los ANA son frecuentemente negativos o presentan leve positividad, con un 

patrón moteado y los anticuerpos anti-DNA son negativos en la mayor parte de los 

pacientes. El alelo nulo de C2 frecuentemente se encuentra asociado con el haplotipo 

extendido HLA-B18, DR2, BPS, C2*Q0, C4A*4, C4B*2 sugiriendo que la mayor parte 

de los pacientes con deficiencia de C2 poseen la misma mutación. En un estudio realizado 

por Cole (1985) no se encontró niveles detectables de mRNA de C2 en mononucleares de 

sangre periférica de individuos con esta deficiencia, lo que sugiere que el defecto es pre-

transcripcional. Recientemente Johnson (1992) (41) reportó dos casos de deficiencia de C2, 

en uno estudió una familia que presentaba el haplotipo antes mencionado, en los 

individuos deficientes demostró la presencia de mRNA de C2 tanto en fibroblastos como 

en mononucleares, la otra familia presentó haplotipos diferentes al mencionado y encontró 

mRNA de C2 pero no niveles detectables de la proteína, lo que sugiere que existe un 

bloqueo selectivo en la secreción de C2. 

Con base en estas diferencias se han definido dos tipos de deficiencias, la 

tipo I en la cual la deficiencia es debida a un defecto en la traducción de mRNA, aunque es 

posible que exista un incremento selectivo intracelular del catabolismo de C2 (lo cual no 

se ha descartado formalmente). Este tipo de deficiencia segrega con el haplotipo 

mencionado en aproximadamente el 94%. 
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El defecto bioquímico tipo II es el resultado de un bloqueo seleci.ivo en la 

secreción de C2. La diferencia entre estos dos tipos de deficiencia puede ser evidenciado 

por la medición de C2 intracelular (midiendo en lisados celulares) donde pueden 

demostrarse niveles aumentados de esta proteina, o bien determinar los niveles séricos 

mediante una técnica de alta sensibilidad como RIA, en donde pueden detectarse niveles 

de 0.5 a 4% de lo normal en la deficiencia de tipo II, mientras que no existen niveles 

detectables para la deficiencia de tipo I. 

En las dos familias estudiadas con estos dos tipos de deficiencia de C2 , no 

se encontraron diferencias en las manifestaciones clínicas (8,4,1). 

Sullivan (1993) 03) reportó una mutación en pacientes que mostraban 

deficiencia de C2 tipo I. Esta mutación consiste en una deleción de 28 pb la cual provoca 

la terminación prematura de la transcripción. Este alelo mutado no es capaz de producir 

una proteína enzimáticamente activa, esta mutación fué encontrada con mayor frecuencia 

en caucásicos con LEG , y es responsable del 90% de los casos de alelos nulos de C2 en 

Norteamericanos. Esta mutación no ha sido encontrada en pacientes africo-americanos 

con LEG y se ha encontrado asociada al alelo DRB*1501.(=12,43,4,n 

La presencia de un alelo nulo C2 está presente en el 1-2 % de individuos de 

raza blanca. Este estado se encuentra en desequilibrio de unión con el haplotipo HLA-Al0 

(A25), 1318, DR2 y el complotipo 13f*S, C2*Q0, C4A*4, C4B*2.(s) 

7.1.4 DEFICIENCIA 1)E C3 Y C5. 

El gen de C3 tiene una longitud de 24 kb y codifica para un mRNA de 

aproximadamente 5.2 kb. Este gen se ha mapeado en el cromosoma 19. Existen varios 
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El defecto bioquímico tipo II es el resultado de un bloqueo selec.ivo en la 

secreción de C.Z. La diferencia entre estos dos tipos de deficiencia puede ser evidenciado 

por la medición de C2 intracelular (midiendo en lisados celulares) donde pueden 

demostrarse niveles aumentados de esta proteína, o bien determinar los niveles séricos 

mediante una técnica de alta sensibilidad como RIA, en donde pueden detectar3e niveles 

de 0.5 a 4% de lo normal en la deficiencia de tipo II, mientras que no existen niveles 

detectables para la deficiencia de tipo 1. 

En las dos familias estudiadas con estos dos tipos de deficiencia de C2 , no 

se encontraron diferencias en las manifestaciones clínicas (8,14). 

Sullivan (1993) (43) reportó una mutación en pacientes que mostraban 

deficiencia de C2 tipo 1. Esta mutación consiste en una deleción de 28 pb la cual provoca 

la terminación prematura de la transcripción. Este alelo mutado no es capaz de producir 

una proteína enzimáticamente activa, esta mutación tiré encontrada con mayor frecuencia 

en caacásicos con LEG , y es responsable del 90% de los casos de alelos nulos de C2 en 

Norteamericanos. Esta mutación no ha sido encontrada en pacientes africo-americanos 

con LEG y se ha encontrado asociada al alelo DRB*1q01 

La presencia de un alelo nulo C2 está presente en el 1-2 % de individuos de 

raza blanca. Este estado se encuentra en desequilibrio de unión con el haplotipo 1-ILA-A10 

(A25), 1318, DIU y el complotipo BPS, C2*Q0, C4A*4, C413*2,(s) 

7.1,4 DEFICIENCIA DE C3 Y C5. 

El gen de C3 tiene una longitud de 24 kb y codifica para un mRNA de 

aproximadamente 5.2 kb. Este gen se ha mapeado en el cromosoma 19. Existen varios 
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isotipos definidos por su movilidad electroforética, las mas comunes son C3F y C3S. Los 

individuos deficientes de C:3 sufren de infecciones bacterianas ret urrentes. Sin embargo 

los monocitos de individuos deficientes de C3 pueden sintetizar una proteína, por lo que al 

parecer la deficiencia se debe a una deleción grande o rearreglo genético. Es sintetizado 

como una cadena sencilla compuesta de 1643 aa y contiene un enlace tioéster interno 

similar al que presenta C4. La molécula sufre un procesamiento por ruptura de un grupo 

de residuos básicos, formando 2 cadenas, forma en la que se e icuentra en el plasma 

(cadena a - 645 aa; cadena - 992 a). 

C5 es sintetizado como una cadena polipeptídica sencilla de un PM de 

180,000 D, esta molécula es procesada de manera similar que C3 formando una molécula 

constituida (le dos cadenas, forma como se encuentra en el plasma El estudio molecular 

de C5 muestra una semejanza importante con C3 y C4.►s,1.12) 

7.1.5 DEFICIENCIA DE C4. 

El componente del complemento C4 es el único que es codificado por dos 

genes, denominados C4A y C4B, estos genes tienen una alta homología (99%). Todos lo 

genes de C4A humanos analizados poseen una longitud de 22kb a diferencia de los genes 

de C4B presentan diferencia en su tamaño, ya que una tercera parte de estos genes son 6,5 

kb más cortos debido a la pérdida de un intrón en el extremo 5' del gen C4B. Estos genes 

se presentan con mayor frecuencia en negros americanos. El gen C4 contiene 41 exones. 

C4 es sintetizado como una cadena polipeptídica de 200,000 D., antes de 

su secreción es procesado por rompimiento en dos regiones que afectan a 4 aa básicos, 

formando una estructura con 3 cadenas ( a, (3, y ). La cadena (le pro-C4 contiene 1725 aa. 

y el orden de las cadenas ha sido establecido como (3-a-y. Esta molécula contiene un 

enlace tioéster interno formado entre un residuo de cisteína en la posición 991 y una 
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glutamina en la posición 994 t n la secuencia Cys-Gly-Glu-Gln. Ilna vez en circulación la 

molécula sufre la ruptura de un péptido de 21 residuos del extremo C-terminal de la 

cadena a. 

Las tres proteínas codificadas por genes del MI-1C, C4 es la más 

polimórfica. Al menos existen descritos 13 alotipos de C4A y 22 de 0413, los cuales han 

sido definidos por diferencia de cargas (ivlaufr 1983). C4a y C4b difieren también 

serológicamente. En general C4A es normalmente Rodgers (Rg) positivo, Chido (Ch) 

negativo, mientras que C4B es normalmente Rg negativo, Ch positivo. Por medio de 

tipificaciones serológicas por pruebas de inhibición de hemaglutinación se han definido dos 

determinantes antigénicos para Rg y seis para Ch, los cuales están localizados en el 

fragmento C4d de la cadena a. 

C4A y C4B difieren significativamente en su actividad funcional. Esto es 

debido a una importante diferencia en la reactividad del enlace tioéster de los dos isotipos. 

A p1-1 neutro C4A reacciona predominantemente con grupos amino, mientras que C4B 

reacciona comparablemente con grupos amino e hidroxilo. Esta diferencia intrínseca en la 

afinidad del enlace covalente resulta en un aumento (3 a 4 veces) la unión de C4B a 

glóbulos rojos de carnero sensibilizados, particularmente ricos en grupos hidroxilo, lo que 

explica su bien conocida alta reactividad en el ensayo hemolítico clásico. Las diferencias 

entre éstas dos moléculas se explicadan por cambios en aminoácidos específicos (8,142). 

La comparación de una secuencia completa de ambos alelos ha revelado 

una variación de nucleótidos < 1%. Se encontraron diferencias sólo en 15 nucleótidos, 12 

de los cuales se encuentran en la región del fragmento C4d de la cadena a sobre el lado C-

terminal del enlace tioéster. Esta diferencia de 12 nucleótidos causa un cambio de 9 aa, 

otras diferencias adicionales han sido encontradas en el fragmento C4d y una cerca del 

extremo C-terminal de la cadena 1.3. En la secuencia de la proteína completa pro-C4 se han 
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definido 18 posiciones susceptibles de cambios de aa, dos en la cadena O, una en la cadena 

y y los restantes 15 en el fragmento C4d. 

La secuenciación de cDNA de cuatro C4A y cinco 0413 ha ayudado al 

establecimiento de patrones de polimortismo del fragmento C4d y ha proporcionado las 

bases para la observación de las diferencias serológicas y funcionales entre los isotipos de 

C4. De importancia a este respecto ha resultado la donación y el análisis de secuencias de 

dos alelos inusuales C4A*1 y C4B*5, los cuales poseen sus propiedades específicas y 

tienen esencialmente invertido el patrón de antigenicidad Rg y Ch. Los aa de varias 

posiciones polímórticas en el fragmento C4d de algunos alotipos se muestran en la cuadro 

9, 
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CUADRO 9. RESUMEN DE LAS DIFERENCIAS EN AMINOACIDOS EN EL 

FRAGMENTO C4d EN LOS DIFERENTES ALOTIPOS DE C4. 

A LO'FIPOS DE C4 

Posición A3a A3b 	A4 	Al 	133 	B5 	132 Bla 	I31b Secuencia 

Proteica 

1054 Asp 	Asp 	Asp 	Gly 	Gly 	Asp 	Asp Gly Gly 

1090 Ser 	Ser 	Ser 	Ser 	Ser 	Ser 	Ser Ser Ser Ile 

1091 Gin 	Gin 	Gin 	Gln 	Gin 	Gin 	Gin Gln Gln Ala 

1101* Pro 	Pro 	Pro 	Pro 	Leu 	Leu 	Leu 	Leu Leu 

1102* Cys 	Cys 	Cys 	Cys 	Ser 	Ser 	Ser Ser Ser 

1105* Leu 	Leu 	Leu 	Leu 	Ile 	Ile 	Ile Ile Ile 

1106* Asp 	Asp 	Asp 	Asp 	His 	His 	His His His 

1157 Aso 	Aso 	Aso 	Ser 	Ser 	Ser 	Ser Aso Ser 

1182 Thr 	Thr 	Ser 	Thr 	Thr 	Thr 	Thr Thr Thr 

1191 Leu 	Leu 	Leu 	Arg 	Arg 	Leu 	Arg Arg Arg 

1267 Ala 	Ser 	Ser 	Ala 	Ala 	Ala 	Ala ND ND 

1281 kg Arg 	Ag 	Arg Arg Arg Arg ND ND Val 

1286 Thr 	Thr 	Thr 	Thr 	Thr 	Thr 	Thr ND ND Gly 

1277 Val 	Val 	Val 	Val 	Val 	Val 	Val ND ND Gly 

* residuos isotípicos 
	

Callen, 1988 (048) 

ND= no determinado. 
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La comparación de estas secuencias reveló que los aminoacidos de las 

posiciones I 10 1-1106 son específicas para C4A 6 C4B. C4 tiene la secuencia Pro-t vx- 

Pro-Val-Lerr-Asp mientras que C41-3 tiene la secuencia Leu-Ser—pro-Val-fie-llis. La 

diferencia entre estos 4 amino►ícidos en un total de 1725 es la responsable de las 

diferencias funcionales y de reactividad entre C4A y 0413. Las restantes diferencias de 

aminoácidos en el fragmento C4d está relacionada con las diferencias antiuénicas de los 

alotipos. Las secuencias de DNA que codifican para los tipos R...g y Ch ya han sido 

secuenciados y es posible deducir la localización de 2 kg y 6 Ch determinantes 

antigénicos. Cuatro determinantes de Ch (Ch I, 4, 5 y 6) son probablemente epitopes 

continuos (secuenciales), mientras que los determinantes Cli 2 y 3 son epítopes 

discontinuos (conformacionales). La localización de los epítopes 41 y Itg2 Ibero') 

deducidas de observaciones de su comportamiento serológico, la molécula de C4 Rg 

parece ser excluyente de Ch I, mientras que 11142 puede excluir alternativamente a Ch6 

C19. (Figura 7).0,142) 

Aminoácido 

11154 110 	1 1102 1105 	1157 	1191 

Rg: 	 (2i 	1 

C4A 	 D P CL D N V 1 

C4B 	 G LSI LIS A 

5 4 
	

6 

Ch: 
	 9 

	
(3) 

Figura 7.Diagranut esquemático del fragmento C4d ( antinoacidos 938-1317) de C4, se ilustra la posición 

de los residuos isotipicos que definen C4A y 0413 (negritas). También se muestran los residuos 

polin►órlicos en el fragmento C4d que involucran los determinantes antigenicos de Ch y Rg. La 

localización del enlace noester se muestra como un cuadrado abierto. Caben 1988. (142) 
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Se han definido dos alotipos diferentes de C4A. los cuales difieren en la 

posición 1267 por un cambio de Ala/Ser, y los alotipos definidos para C413* 1 difieren en 

la posición 1 157 por una sustitución Asn/Ser. 

Los 	genes de C4 .A y 0413 se encuentran separados por 20 kb y 

probablemente fueron generados por una duplicación génica que involucró 

aproximadamente 28 kb de DNA. Estos locus se denominan como locus 1 para C4A y 11 

para C4B. Estos genes son transcritos en niRNA con una variación aproximada (le 5.5 kb, 

debido a la presencia de genes de 22 kb y 16 kb. De los genes de C4A analizados hasta la 

fecha todos tienen aproximadamente 22 kb, mientras que C413 pueden ser (le longitud 

variable de 16 y 22 kb, debido a la presencia o ausencia cle un Mirón de 6 a 7 kb situado 

cerca de 1.5 kb del extremo 5'. Las especies grandes de C4 incluyen genes 	1 de la 

mayor parte de los haplotipos C4A*3 C413*l y también los alelos C4B*90. Ambas 

especies son frecuentes, la naturaleza de este intrón es aún desconocida pero se ha 

sugerido que pudiera ser un miembro de largas secuencias interpuestas (LINE ó I.,I ). 

Estas secuencias se repiten cerca de 104  veces en el genoma haploide y tiene homología 

con la transcriptasa reversa de retrovirus (retrosposones). Sin embargo el 70% de los 

genes de C4 presentes en haplotipos pueden llevar dos diferencias en los locos C4. Esto 

fue originalmente demostrado por la duplicación de los niveles de la proteína C4B corno 

C413* 1, C413*2 y fue encontrado con el haplotipo 1314; DR2; BPS; C2*C; C4 A*2; B*1,2 

(Raum 1984, Rittner 1984, Uring-Lambert 1984). La frecuencia estimada del gen resultó 

de 1 - 2 %. Esta condición se demostró por análisis con RFLP (Schneider 1986) y por 

donación de cósmidos encontrándose 1 gen C4A y 2 0413 en un mismo haplotipo (Carroll 

1984). 

La deficiencia completa de C4 en humanos es un desorden raro, sólo se han 

reportado 16 casos en la literatura mundial. Existen 4 eventos genéticos que pueden 

resultar en la deficiencia de C4 (C4 nulI; C4*Q0 ), incluyendo deleciones, duplicaciones, 

conversión génica, o la presencia de un alelo intacto no timcional, La recombinación de 

genes deletados explica cerca de la mitad de este estado. Un ejemplo es el del haplotipo 



FILA extendido que lleve una deleción de 28 kb en que se pierde información tanto del 

gen C4A como de 21-01-1A. La duplicación del alotipo C4A*11,2,B*Q0 se encuentra 

frecuentemente asociada con FILA-B35, DR I; mientras que la conversión génica (C4B a 

C4A) ocurre en el haplotipo 1-1LA-1344, DR6, C4B*00 0.n. Los alelos funcionales 

presuntamente resultan de una mutación puntual, corrimiento de lectura o errores en la 

traducción.o, 50, 54, 50, 00.71) 

En los siguientes cuadros se muestran las frecuencias de los locos humanos 
de C4A y C4B en diferentes razas (Cuadros 10 y 11 ). 

CUADRO 10. FRECUENCIA DE LOS ALELAS DE C4A EN VARIOS GRUPOS 
ÉTNICOS. 

Frecuencia en: 

Alelo Caucásicos Mongoles Negros 

C4A*1 0.3 0 3.7 

C4A*2 6.4 1.9 6.2 

C4A*3 70.2 67,0 71.2 

C4A*4 6.1 7.7 1,2 

C4A*6 18 1.3 1.2 

C4A*12 0 12.2 0 

C4A*13 0.5 0 0 

C4A*51 0.2 0 4,9 

C4A*Q0 12.5 9.9 11.6 

Tamaño oe muestra 557 154 83 

KLEIN, 1986 (144). 
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CUADRO 11. FRECUENCIA DE LOS ALELOS C413 EN VARIOS GRUPOS 
ÉTNICOS. 

Frecuencia en: 

Alelo Caucásicos Mongoles Negros 

C4B*1 71.4 65.4 68.5 

C4B*2 9.1 22.1 8.4 

C4B*3 3,2 0.7 3.6 

C413*4 0.7 0 0 

C4B*5 0.7 0 0 

C4[3*6 0.4 0 0 

C4B*7 0.2 0 0 

C4B*11 0.2 0 0 

C4B*12 0.2 0 0 

C4B*51 0.2 0 0 

C4B*Q0 113.7 11.2 19.5 

Tamaño de muestra. 557 154 83 

Klein ,1988 (144) 

El nivel sérico total de C4 es el resultado de la expresión de ambos genes 

C4A y C4I3. Individuos que poseen un gen nulo presentan una ligera disminución de los 

niveles de C4 séricos, pero que pueden ser considerados dentro del rango normal. 

Aquellas personas que poseen 2 genes nulos poseen niveles séricos de C4 

significativamente más bajos que aquellos individuos que poseen los 4 alelos funcionales. 

Es raro encontrar individuos con deficiencia completa de C4 en donde no hay producción 

ni de C4A ni de C4130,142144) 

Otros t'actores pueden alterar los niveles séricos de C4, por ejemplo 

Moulds reportó niveles más altos en pacientes con LEG y en individuos controles negros 
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cuando se les compara con la contraparte de individuos blancos. Truedsson especula que 

pueden existir otros elementos reguladores especificados por el haplotipo extendido. 

Finalmente la producción de C4A y C4B puede ser afectada por citocinas tales como el 

interferón a, así como también la actividad de la enfermedad,(8,142) 

7.1.5.1 C4 Y SU RELACIÓN CON ENFERMEDADES REUMÁTICAS. 

Los componentes tempranos de la cascada del complemento (tales como 

C4) tienen un papel crucial en el procesamiento (le complejos inmunes (CI). C4A y C4B 

difieren en su reactividad hacia CI, su deficiencia o variación puede contribuir a la 

patogénesis de la enfermedad. 

Las variantes electroforéticas de C4 (alotípicas) se han asociado con varias 

enfermedades de naturaleza autoinmune. Algunas de estas asociaciones muestran 

desequilibrio de unión. Este desequilibrio de unión se define como la combinación de 

alelos de MHC que se presentan con una frecuencia mayor que la esperada en base a sus 

frecuencias individuales. 

La asociación de alelos nulos de C4 y su papel en la fisiopatología de 

enfermedades autoinmunes, especialmente LEG se ha ido incrementando. La deficiencia 

total de C4 (homocigotos para C4A*QO y C413*Q0) es muy rara, sin embargo de 18 

casos reportados, 14 presentaron LEG. Sólo pocos casos han sido estudiados a nivel 

molecular y en uno de estos estudios se encontró una deleción de los genes de C4B, pero 

intactos los genes de C4A. Goldstein (69) no encontró evidencia de deleción en los genes 

C4 en los casos que estudió por la técnica de MI). Solo se ha reportado un caso (Welch) 

(67) donde un individuo con esta deficiencia expresa solo el fenotipo paterno para las 

proteínas codificadas por el MEIC (HLA y GLO), con un cariotipo 46XX sin deleción 

detectable. Los análisis moleculares de la familia empleando enzimas de restricción o la 

técnica de RFLP y marcadores para el cromosoma 6 mostraron patrones distintivos para 

los genes paternos y maternos, sin embargo el propósitos sólo mostró las bandas 
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características de un gen paterno, el análisis de »IP empleando marcadores 

cromosómicos para otros cromosomas mostró contribución tanto materna como paterna. 

Estos datos son consistentes con una isodisomia 6 uniparental (herencia de dos 

cromosomas idénticos "o provenientes de un solo progenitor) que presenta un patrón de 

herencia recesiva.(67) 

Este concepto de isodisomia uniparental lijé introducido en 1980 por 

Eng,e1, quien hipotetiza que la unión ocasional de gametos disómicos con un gameto 

nulisómico puede resultar en un producto euploide con un gran número de alelos 

homocigotos. En teoría, esto puede resultar en la expresión de características recesivas en 

un individuo que presente alelos provenientes de un sólo progenitor. Este evento ha sido 

demostrado en pacientes que presentan Síndrome de Down en mosaico. Esto demuestra 

que en ausencia completa de estudios familiares, marcadores homocigotos para FILA. no 

implica necesariamente consanguineidad.(r,7) 

La deficiencia heterocigota de C4 tanto para C4A y C4B ocurre en 10% a 

15% en pacientes blancos con LEG y confiere un riesgo relativo de 10 a 20, La deficiencia 

parcial ocurre en 50 a 80 % de los pacientes con LEG y confiere un riesgo relativo 

pequeño pero significativo (2 a 4). Los alelos nulos de C4A se han asociado a LEG en 

diversas poblaciones étnicas, las cuales incluyen blancos americanos, ingleses y 

australianos, negros americanos, chinos, japoneses, méxico-americanos y mexicanos 

(8,45,46,47,411,50,51,52,53,58,59,63 66,68,142) . Los alelos nulos de C4B se han descrito como factor de 

riesgo para LEG en chinos, aborígenes australianos y negros americanos, sin embargo 

parece haber predominio en la asociación de C4A y LEG.(8, 142) 

En el estudio realizado por l3riggs (1991) (61) se encontró un mecanismo 

adicional por medio del cual los genes nulos de C4 pueden predisponer al LEG, y éste es 

el deterioro de la activación de C4, ya que se encontró que los niveles de C4 no 

correlacionan con la condición de heteregocidad para alelos nulos de C4, sin embargo la 

medición de C4d (parámetro que se empleó como marcador de activación de C4) mostró 



niveles bajos que correlacionan mejor con el estado de alelo nulo, preferentemente con 

C4A*Q0, lo que indica además que existe una condición de pobre activación de C1. La 

inhibición de la precipitación de C1 puede tener lugar en dos estados, con efecto aditivo: A 

través del deterioro de la activación de C4 que parece estar asociada con ambos alelos 

C4A*Q0 y C413*Q0, y a que los sujetos con alelos nulos para 0413 pueden compensar 

este defecto mediante un estado activado de la vía clásica que utiliza la habilidad de C4A 

para prevenir el defecto de la formación de CI insolubles, C4A tiene reacción de 

transacetilación con los grupos amino en CI, mientras que C413 tiene mayor avidez por los 

grupos hidroxilos que se encuentran en carbohidratos, por lo que C4A es más efectivo que 

C413 en la solubilización de agregados inmunes. Esta consideración puede ayudar a 

explicar la prevalencia de C4A*Q0 sobre C4B*Q0 en estados patológicos como el LEG. 

Se ha reportado una deleción de los genes de C4A y 21-0HA en una gran 

mayoría de casos con LEG (50%) y alelos nulos para C4A. Esta es una deleción de 28 kb 

y se presenta con el haplotipo extendido LILA-138, DR3, C4A*Q0, C4B*1 en caucásicos. 

En el caso del alelo C4B*Q0 se ha encontrado asociado al haplotipo LILA-

1344, C2*C, 131"S, C4A*3, C413*Q0, DR6. 

En estudios con RFLP y con la endonucleasa de restricción N lalV, pueden 

distinguirse alelos que codifican para C4A y C4B, donde el alelo de C4B*Q0 presenta un 

patrón consistente con el que codifica el isotipo C4A. Esto sugiere sobre las bases 

fenotípicas expresados por los individuos, que el alelo C4B*QO podría codificar otro 

isotipo de C4A*3. Otro evento que se describió fié que donde han sido asignados 

haplotipos con alelos C4A*Q0 fenotípicamente, estos genes pueden codificar productos 

similares a los del locus contiguo. En este ejemplo, el alelo C4A*Q0 del haplotipo 

C4A*Q0131 codifica otro alotipo de C4B*1. Por estas razones es importante realizar un 

tipificación cuidadosa combinada por análisis de RFLP empleando N lalV para confirmar 

la presencia de un alelo nulo de C4. 
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llaplotipos que expresan dos diferentes alotipos de C4A, p.ejem. C4A*3, 

C4A*2 ú C4A*5, C4A*2 con un alelo nulo en el locus 0413 se han descrito en algunos 

estudios. Esto sugiere que este evento podría explicarse por Un entrecruzamiento entre 

cromosomas homólogos lo que resulta en una duplicación de los genes del locus de C4A y 

deleción del locus C4B. Por análisis detallado con Southern blot se demostró que los locus 

presentes son normales, pero el segundo también codifica para un isotipo C4A, en otro 

estudio realizado en haplotipos C.4A*3, C4A*2, 13*Q° se encontró la presencia de tres 

locus C4 que presentaron fragmentos de diferente intensidad en análisis cíe Southern blot. 

Inicialmente la deficiencia de C4 fue descrita en desequilibrio de unión con 

DR3, sin embargo en investigaciones posteriores se encontró que la asociación de C4*Q0 

con LEG es independiente de DR3. Por ejemplo en Japoneses donde el alelo nulo de C4A. 

constituye un factor de riesgo para 1.EG y el alelo DR3 no es frecuente en esta población. 

(63, (6) 

Otra evidencia que apoya esto último es que pacientes que han sido 

sometidos a terapias largas con hidralazina o isoniazida desarrollan un síndrome semejante 

al LEG, estas drogas pueden reducir la actividad de C4 mediante una interacción con su 

enlace tioéster. Speir reportó que individuos con alelos nulos para C4 tienen un mayor 

riesgo de desarrollar LEG, debido a la disminución de la actividad total de C4 y la 

posterior inactivación de C4 por metabolitos de las drogas. 

Los inmunoensayos (HA) han permitido el estudio de los niveles de C4A y 

C413 selectivamente, en pacientes con LEG activo no parece haber selectividad en el 

empleo de C4A o C4B; ambos isotipos se elevan y decaen en forma paralela con la 

actividad de la enfermedad. 

C413 es más eficiente en el procesamiento de cierto tipo de complejos 

inmunes. La remoción de complejos inmunes requiere de la interacción entre el antígeno, 

anticuerpo, complemento y sistema retículo endotelial, por lo que cualquier deficiencia de 
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los componentes iniciales de la cascada del complemento conduce a una disminución en la 

eficiencia de depuración de C1 (8,48, 50, 51, 52, 56, 57, 58,11,, 
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7.1.6 ASOCIACION DE N111-1C CLASE II CON LEG. 

El primer reporte de asociación de un marcador genético con LEG fue 

realizado en 1971 por Drumet quien menciona al alelo de FILA clase I 138. Estudios 

posteriores mostraron que la correlación es mayor con alelos de clase II con 

especificidades FILA-DR2 y ITILA-DR3, posteriormente se en :ontró que existía un 

desequilibrio de unión de estos alelos con B8. Esta asociación con LEG fué más evidente 

en individuos blancos con ancestros de Europa occidental, pero et otros grupos raciales 

las frecuencias de los antígenos FILA fueron diferentes. Existe una gran cantidad de 

literatura en los últimos años acerca de este tipo de asociaciones en diferentes grupos 

étnicos. 

Se han caracterizado una gran variedad de autoanticuerpos en pacientes 

con LEG y se han establecido subclases de autoanticuerpos en relación con las 

manifestaciones clínicas. Algunos estudios han mostrado que los alelos FILA clase II se 

asocian principalmente con ciertos autoanticuerpos y no propiamente con la enfermedad. 

Los autoanticuerpos Ro (SS-A) y La (SS-E3) se presentan en pacientes con LEG y 

Síndrome de SjOgren y tienen una fuerte correlación con HLA-DR2, HLA-DR3, y con los 

alelos HLA-DQ (DQw1 y DQw2 ) en forma heterocigota. Es notorio que estos alelos se 

encuentran en deseqiiilibrio de unión, por lo que se presentan frecuentemente en el mismo 

haplotipo. 

Con los recientes avances de la tecnología molecular, los genes de MHC se 

han estudiado más extensamente. Su organización genética se conoce mejor y la mayoría 

de los alelas se han donado y secuenciado. El método de RFLP (del inglés Restriction 

Fragment Length Polymorphism) ha sido de gran ayuda en la definición de algunos alelos 

de MI-1C clase II. La tipificación por medio de RFLP quedó pronto obsoleta, pero con la 

aplicación de la PCR (Polymerase Chain Reaction) y sondas de oligonucleótidos ha sido 

posible la determinación de las secuencias alélicas a nivel del DNA. Un avance importante 
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ha sido la dilucidación de la estructura t ridimensional de los alelos de MMC clase I y la 

proposición de un modelo similar para las moléculas de clase I I. 

moléculas de MI-le forman un complejo trimolecular conjuntamente 

con el péptido procesado y el TCR. los dominios externos de las moléculas de clase II 

contienen tres regiones hipervariables polimMicas que forman una hendidura donde 

puede unirse el péptido procesado y es presentado a los linfocitos 1 cooperadores (111) 

mediante su TCR. De esta manera las moléculas de clase II restringen la respuesta 

específica de las células TH. En contraste las moléculas de MIIC clase 1 restringen la 

respuesta específica de las células 1 citotoxicas (TC). Bajo circunstancias normales, un 

autoantígeno se une a una molécula de MHC no debe inducir una respuesta inmune 

cuando es presentada a una célula T11. En lupus y en otras enfermedades autoinnmes,. 

ciertos autoantígenos, de naturaleza aún no bien definida puede iniciar y perpetuar una 

respuesta autoinmune. Este tipo de respuestas parecen ser antígeno específicas y 

dependientes de linfocitos T. El polimorfismo encontrado en el sitio de unión al antígeno 

de las moléculas de MHC clase II es la base de su asociación con enfermedad, el cual debe 

jugar un importante papel en el fenómeno de autoinmunidad. 

La determinación precisa de las secuencias polimorficas del MHC que 

confieren susceptibilidad a autoanticuerpos especificos en pacientes con LEG adquieren 

gran importancia. La localización de las secuencias críticas que confieren susceptibilidad a 

enfermedad han sido dificiles de determinar debido a la complejidad de la región génica del 

MHC, como son: 

1) Existen tres grupos funcionales de heterodímeros de clase II ( DR, DQ, DP ) 

cuyos locus se encuentran muy cercanos, especialmente DR y DQ, presentándose un 

amplio desequilibrio de unión. Todos estos locus a y 	de MHC clase II muestran un 

polimorfismo alelico variable, excepto para el gen DRa (DRA), pero los genes p DRB I, 

DQB 1 y DPB 1) son los más .polimórficos. De esta manera la asociación con enfermedad 

por ejemplo DR3 puede presentar una secuencia de susceptibilidad en los alelos DRB 
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(DR3) ó DRB3 (DRw52) o en los alelos adyacentes como DQB1*0201 o DQA1*0501 

(1-ILA-DQw2.1). Afortunadamente, estos mismos 1-1LA-DR v HLA-DQ pueden 

presentarse en diferentes combinaciones haplotípicas, especialmente en otros grupos 

étnicos. 

Con técnicas moleculares que definen con precisión cada alelo, los locus o 

alelos asociados con enfermedad pueden ser fácilmente localizados. 

2) Las mismas secuencias polimórticas pueden ser codificadas por diferentes 

alelos de FILA. Es decir que los alelos de FILA muestran secuencias que difieren dentro de 

los distintos alelos, las cuales deben ser examinadas cuando se busca susceptibilidad para 

alguna enfermedad. Finalmente, si se ha delineado una respuesta autoinmune homogénea 

es probable que la secuencia de susceptibilidad pueda explicar la respuesta de todos o casi 

todos los pacientes. Estas estrategias se han aplicado recientemente en la asociación de 

IVIFIC clase 11 con subgrupos de autoanticuerpos en LEG (8, 84, 85, 94, 99, I" 101, 102, 103, 104, 105, 

106, 107, 108, 109, 110), 

7.1.6,1 ANTICUERPOS ANTI-DNA. 

Anticuerpos contra DNA de doble cadena (DNAcd) se presentan de un 40 

a 60% en pacientes con LEG y correlacionan con glomerulonefritis difusa proliferativa, 

una lesión donde los complejos inmunes DNA:anti-DNA probablemente juegan un papel 

importante en la patogénesis de la enfermedad. Estos anticuerpos pueden estar también 

asociados con rash malar, serositis lúpica, pneumonitis, y artritis deformante (Síndrome de 

Jaccoud). 

Los estudios realizados con el fin de relacionar la presencia de anticuerpos 

anti-DNAdc con antígenos de 1-ILA han sido diticiles por el hecho de que los niveles de 

estos autoanticuerpos son más inestables que otros, se elevan y caen dramáticamente en 



relación con la actividad de la enfermedad y la eficacia del trata ► ,iiento. Por lo que los 

pacientes deben ser observados en períodos de actividad severa ,le la enfermedad para 

determinar si producen o no anticuerpos anti-DNAdc. 

Recientemente, empleando técnicas moleculares Khanduja y col. 

examinaron los genes de FILA-DR y DQ en 126 pacientes co' LEG, los cuales se 

categorizaron de acuerdo a los títulos de anti-DNAdc en alto, inot'erado-bajo O ausentes 

durante periodos activos de la enfermedad. IILA-DR3 y DQw2.1 presentaron un 

incremento significativo en el grupo de pacientes con niveles altos c e anti-DNAdc, en los 

individuos negativos para estos alelos se presentó DQw6 (DQB1' 0602) como segunda 

especificidad. Los alelos DQB1*0201 y DQB1*0602 se encontraron en el 90% de los 

pacientes con niveles altos de anti-DNAdc, y los pacientes restantes poseían la 

especificidad DQB1*0302 (DQw8). Estos tres alelos de DQB1 muestran metionina en la 

posición 14 y leucina en la posición 26. 

Un alelo adicional de FILA-DQ, el DQB1*0502 (DQw5-AZH) el cual se 

presenta con una frecuencia alta en individuos con ascendencia de Europa Occidental, se 

han asociado con nefritis lúpica. Ademas, estudios de pacientes griegos con LEG y and-

DNAdc sugieren una asociación con el alelo DQB1 (DQB1*0502) el cual no muestra las 

mismas secuencias comunes que DQBI*0201, *0602 y *0302 encontrados por Khanduja 

y col. 

7.1.6,2 AUTOANTICUERPOS Ro (SS-A) Y La (SS-8), 

El autoanticuerpo Ro es una ribonucleoproteína nuclear y citoplásmica de 

función desconocida que se presenta en aproximadamente el 25 al 50% de pacientes con 

LEG y del 50 al 90% de los pacientes con Síndrome Primario de Sjógren. Los 

autoanticuerpos La, constituyen un factor de terminación para la RNA polimerasa ti, y 

frecuentemente se acompañan de anticuerpos anti-Ro, especialmente en el Síndrome de 

Sjógren y se presentan sin anti-Ro en forma muy rara. 
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La respuesta anti-Ro con o sin asociación con anti-La está relacionada con 

una erupción de la piel característica denominada lupas eritematoso cutáneo subagudo 

(SCLE), el cual puede presentarse con o sin síntomas sistemicos. Este mismo rash puede 

también encontrarse en pacientes con 1.17,G y participar directamente en la producción de 

lesiones de piel en el Síndrome de Lupus Neonata!, una condición en la que se presentan 

lesiones 	similares y que son producidas por la transferencia transplacentaria de 

anticuerpos anti-Ro maternos. Puede presentarse además un bloqueo cardiaco congénito 

debido a lesiones inflamatorias en el corazón fetal, lo cual está asociado casi siempre con 

ante-Ro. Otras asociaciones de anti-Ro(+)/ anti-La(-) incluyen vasculitis neutrotilica, 

citopenias hematológicas, hiperglobulinemia policlonal y niveles altos de factor reumatoide 

IgM e IgG. 

En varios estudios donde se emplearon tipificaciones serológicas, se 

demostró que LILA-DR3 y en menor grado LILA-DR2, se encuentran fuertemente 

asociados con anticuerpos anti-Ro y anti-La más que con LEG y SS. Además, la 

combinación heterocigota de FILA-DQsv 1 y DQw2, los cuales muestran desequilibrio de 

unión con HLA-DR2 y DR3, respectivamente, correlacionan con niveles séricos altos de 

anti-Ro y anti-La. Se ha hipotetizado que esta combinación heterocigota de DQ puede 

representar un ejemplo de complementación génica "trans-alélica". En algunos estudios se 

ha mostrado que tanto la cadena DQa como DQ(3 son codificadas por haplotipos 

opuestos (trans) y que pueden aparearse para formar un heterodímero híbrido sobre la 

superficie celular, de esta manera se puede explicar la fuerte predisposición a presentar 

niveles altos de autoanticuerpos Ro y La, conferidos por el estado heterocigoto de 

DQw I/DQw2. 

Estudios moleculares más recientes de los genes M1-IC clase II en pacientes 

con anticuerpos anti-Ro y La han extendido las asociaciones serológicas previas con alelos 

de HLA. Estudios de RFLP sobre individuos blancos o negros americanos con anti-Ro(± 

La) 	confirman la asociación de HLA-DR3 y heterocigotos IX> I/DOw2 con estos 
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autoanticuerpos en ambas razas pero mostraron mayor especificidad los subtipos DQ 

involucrados, p.ejem. DQw6 más que DQw5 (dos formas de DQw 1) y DQw2. I (presentes 

en haplotipos con DR3) más que DQw2.2 (haplotipos con DIU). No se ha encontrado 

asociación con alelos DP determinados por oligotipificación (SSO) en las respuestas de 

anti-Ro y anti-La de individuos con LEG. 

Subsecuentemente, Reveille y col. emplearon una combinación de MI', 

PCR, SSO y secuenciación de nucleótidos para definir los genes FILA-DR y DQ en un 

gran número de pacientes negros y blancos con LEG y SS con o sin anti-Ro. En ambas 

razas, FILA-DR3 y DQw2. I así como también heterocigotos DQw6/DQw2.1 se 

presentaron en aproximadamente 25% de individuos anti-Ro ± La pero en solamente en 2 

al 5% de otros pacientes con LEG o individuos normales. En individuos negros con anti-

Ro, se encontró incremento del haplotipo caucásico 1-ILA-DR3 (DRw17), DQw2.1 en 

comparación con el haplotipo africano HLA-DR3 (DRw18) el cual difiere en sólo 4 

aminoácidos, por lo que se hipotetizó que FILA-DRB1 no es el locus primario que 

confiere susceptibilidad de anti-Ro, mientras que el locus DQ parece ser un mejor 

candidato. 

En estudios posteriores de estos pacientes, se eliminaron los pacientes 

HLA-DQw2.1 positivos ( incluyendo heterocigotos DQw6/DQw2.1), los pacientes 

restantes Anti-Ro positivos, HLA-DQw6 ( pero no DR2 o DRw6, los cuales se 

encuentran en desequilibrio de unión con DQw6) emergieron como elemento significativo 

en la asociación con la respuesta de este anticuerpo, incluyendo algunos homocigotos 

DQw6. Los pacientes restantes DQw2.1 y DQw6 negativos con anti-Ro, mostraron 

FILA-DQ1*0302 (DQw8) o DQA l *0401 (DQw4), esto último especialmente en negros. 

Los alelos FILA-DQA1 y DQB1 comprenden DQw2.1 (DQA1*0501, 

DQB1*0201) y DQw6 ( DQAI*06) los cuales se presentan en una gran variedad de 

haplotipos diferentes a FILA-DR3 y -DR2, como son DQB1*0302 y DQA1*0401. Todos 

los pacientes con ami-Ro con o sin anti-La mostraron uno o más, generalmente tres o 
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cuatro de estos alelos relevantes. El análisis de las secuencias de bucleOtidos asociados a 

estos alelos DQ mostraron que el 100% de individuos anti-Ro pos tivos tienen un residuo 

de glutamina en la posición 34 en el dominio exterior de la cadena DQA I y leucina en la 

posición 26 de la cadena DQB 1. 

De esta manera la respuesta anti-Ro y La parece mostrar una asociación 

mayor con alelos HLA-DQ que con DR. Los alelos LILA-DQA1 que poseen glutamina en 

la posición 34 y alelos DQB l con leucina en la posición 26 parecen constituir un 

requerimiento mínimo para esta respuesta autoinmune. Probableme lie se requieren alelos 

adicionales de MI-1C, ya que existe cierta jerarquía en la asocii.ción alélica de FILA 

(DQw2.1 > DQw6 > DQw8, etc) que contienen estos aminoácidos. Ambos residuos se 

encuentran en DQA1 y DQB1 en la segunda región hipervariable, estos aminoácidos se 

encuentan en el fondo del surco donde se une el péptido antigénico dentro del modelo 

propuesto para las moléculas MITIC de clase II, Debe enfatizarse que estos residuos en 

l-ILA-DQ se han asociado con anticuerpos anti-Ro, pero son necesarios más estudios para 

probar que estos participan en la mediación de la respuesta autoinmune tx2, ss, 89,91,92). 

7.1.6.3 ANTICUERPOS ANTI-Sin Y nRNP 

Autoaíiticuerpos contra enzimas encargadas de la edición del mRNA como 

U-snRNP (ribonucleoproteinas pequeñas nucleares ricas en oridina), se presentan 

frecuentemente en LEG. Los anticuerpos anti-Sm están dirigidos a autoepítopes sobre 

snRNPs de Ul, U2, U4, U5 y 116 y anti-nRNP a diferentes antígenos solo sobre Ul-

snRNP. El anticuerpo anti-Sm es altamente especifico para LEG y el anti-nRNP se 

presenta también en otras enfermedades autoinmunes, incluyendo escleroderma, 

polimiositis y enfermedad mixta del tejido conectivo. Existen algunos patrones de 

combinación de estos autoanticuerpos en LEG, específicamente anti-Sm sin anti-nRNP, 

anti-Sm y anti-nRNP, y anti mRNP sin anti-Sm. 



No se ha encontrado asociaciones entre las características clínicas de LEG 

con la presencia de anti-Sm, aunque el fenomero de Rcynauld, miositis y baja frecuencia 

de nefritis se han reportado en pacientes que presentan ami-11MP. Ambos anticuerpos se 

presentan más frecuentemente en individuos negros que en blancos con LEG. 

No se han encontrado asociaciones entre HLA y anti-Sm, sin embargo en 

un estudio se reportó incremento en la frecuencia de HLA-D117. Para anti-nRNP, algunos 

estudios HLA serológicos han reportado un incremento de DR4. 

Recientemente, Kaneoka y col, emplearon para determinar genes de 1111-1C 

clase II SSO y secuenciación en pacientes con autoanticuerpos del antígeno de 70k1) de 

U I-RNP y encontró un incremento en las frecuencias de HLA-DR4 y DR2, Estos . 

investigadores han propuesto que algunas secuencias' en la segunda y tercera región 

hipervariable de los alelos DRB1 presentes en DR4 y DR2 pueden constituir epitopes de 

susceptibilidad, específicamente los aminoácidos mostrados por DRB1 en las posiciones 

26, 28, 30 a 32, 70 y 73. 

Olsen y col.realizaron un estudio con RFLP y SSO de pacientes con LEG y 

anti-Sm comparando con pacientes que presentan solo anti-nRNP, encontraron una fuerte 

asociación de anti-Sin, especialmente en negros con FILA-DR2, DQw6, mientras que en 

presencia de anti-nRNP se asoció con el incremento de la frecuencia de HLA-DQw5 tanto 

en pacientes blancos como en negros y adicionalmente HLA-DQw8 en blancos. Estos 

investigadores propusieron la hipótesis de que estas asociaciones de MHC pueden ser 

explicadas por la diferencia de carga entre las cadenas DQA1 y DQB1. Específicamente 

las secuencias de DQA*0102 de DQw6 (asociación con anti-Sm) las cuales difieren de 

DQA1*0101 de DQw5 (asociado con anti-nRNP) en un sitio, la posición 34. El alelo a 

asociado con anti-Sm (DQA1*0102) posee un aminoácido neutro (glutamina), mientras 

que el alelo a asociado con anti-nRNP (DQA1*0101) posee un aminoácido con carga 

negativa (ácido glutámico). SiMarmente, la cadena DQ131*0602 de DQw6 (asociado con 
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anti-Sni) muestra secuencias comunes con las cadenas DQB1*0501 (DQwS) y 

DQB I *0302 (DQw8) (asociadas con anti-nRNP) excepto en las posiciones 9, 57 y 87. 

Las diferencias de aminoácidos en las posiciones 9 y 87 consisten en sustituciones 

conservadas (sustituciones neutras), En contraste, la cadena de DQB I *0602 en la posición 

57 contiene un aminoácido cargado negativamente (ácido aspártico) asociado a anti-Sm, 

mientras que DQB1*0501 posee un aminoácido neutro (valina) en la posición 57 y alanina 

(aminoácido neutro en DQB1*0302 asociado con anti-nRNP). La comprobación de esta 

hipótesis requiere de estudios posteriores. Es importante señalar que esta hipótesis es 

similar a lo que se ha propuesto para la diabetes mellitus tipo E, en donde el alelo DQB1 

muestra un ácido aspártico en la posición 57 el cual confiere resistencia, mientras que el 

encontrar un aminoácido neutro en esta posición confiere susceptibilidad (98). 

7.1.6.4 ANTICUERPOS ANT1FOSFOLIPIDOS. 

Los anticuerpos antifosfolípidos (APAs) se encuentran en 

aproximadamente del 34 al 44% de los pacientes con LEG y menos frecuentemente en 

otras enfermedades del tejido conectivo. Los APAs se han reconocido como la causa de 

falsos positivos en la prueba de sífilis (VDRL) y anticoagulante lúpico. Por medio de la 

cuantificación de anticardiolipinas o detección de anticoagulante lúpico los APAs han 

mostrado una fuerte asociación con eventos trombóticos intravasculares, abortos 

espontáneos recurrentes, endocarditis de Libman-Sacks, "livedo reticularis" y 

trombocitopenia. Por lo que es posible atribuir un efecto causal para estos anticuerpos en 

las complicaciones de esta enfermedad. El Síndrome Primario de Antifosfolípidos (PAPS) 

se ha propuesto en base a los pacientes que presentan características clínicas en asociación 

con APAs, pero que no llenan los criterios para LEG y otras enfermedades autoinmunes. 

Son pocos los estudios que existen de las frecuencias de antígenos de FILA 

en pacientes con APAs. Empleando tipificaciones serológicas para DR. Savi reportó un 

incremento en la frecuencia de FILA-DR.7 en italianos con LEG y anticuerpos anti- 
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cardiolipina, McHugh y Maddison encontraron un aumento de DM en Gran Bretaña, 

McNeil encontró resultados similares con DM en Australia. Ambos alelos DR7 y DM se 

encuentran en desequilibrio de enlace con el alelo de HLA-DR134 DRw53 (DR114*0101) 

lo que sugiere que DRw53 puede tener una asociación primaria con la enfermedad. 

Goldstein, empleó RFLP para definir alelos de clase II y reportó un aumento significativo 

de DRw53 en pacientes con LEG y anticardiolipinas positivas. Similarmente Asherson y 

col. empleando RFLP y olio tipificación en 13 pacientes con PAPS (anticardiolipina y 

anticoagulante lúpico positivos), reportó una fuerte asociación con FILA-DM y DRw53. 

Arnett y col. empleando RFLP para definir genes de FILA-DR y DQ en 20 

pacientes con anticoagulante lúpico circulante, encontraron un incremento significativo en 

la frecuencia de FILA-DR5, -DRw52b, -DQw7, los que muestran desequilibrio de enlace, 

mientras que HLA-DR4, -DR7 y -DRw53 no mostraron incremento significativo. La 

frecuencia de HLA-DQw7 se encontró incrementada significativamente en pacientes con 

LEG y anticoagulante tópico positivo cuando se comparó en pacientes con LEG y con la 

presencia de anti-Ro, anti-La, anti-DNA, anti-Sm y anti-nRNP (1.11.RNP). El análisis de 

los alelos de DQAI (DQA1*0301 ó *0501) y el alelo DQB1 (DQB1*0301) que 

comprenden la especificidad DQw7 demostraron fuerte asociación con DQB1*0301. Los 

pacientes LILA-DQw7 negativos con anticoagulante lúpico presentaron los alelos FILA-

DQw8 (DQB1*0302) y DQw6 (DQB1*0602). El análisis de las secuencias de nucleótidos 

reveló que HLA-DQB1*0301 (DQw7), *0302 (DQw8) y *0602 (DQw6) mostraban 

secuencias relacionadas muy estrechamente en las posiciones 71-77 en la tercera región 

hipervariable. Con estas evidencias se propuso que esta región puede constituir el 

"epítope" para la mediación de esta respuesta autoinmune. Existen otras secuencias 

candidatas para conferir susceptibilidad , las cuales se encuentran en la misma molécula de 

DQB1, y que incluyen tirosina en la posición 30 y alanina en la posición 38 ( ID, 114, 115, 116, 

117, 118, 119, 120). 
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7.1.6.5 ANTICUERPOS A I'ROCOLAGENO TIPO VII. 

La epidermolisis biliosa adquirida (ERA) en una enfermedad bulosa de la 

piel donde anticuerpos circulantes contra procolágeno tipo VII en la epidermis parece ser 

la causa. Los pacientes con LEO desarrollan en forma rara lesiones bulosas en piel, y en 

estos casos se ha encontrado este mismo anticuerpo. Casi todos los pacientes con esta 

respuesta autoinmune, ya sea con EBA o LEO se han asociado con DR2. No se ha 

reportado una localización molecular de algún alelo específico de FILA. 

7.1.7 GENES DE 1NMUNOGLOBULINAS. 

Existen asociaciones múltiples de alotipos de cadenas pesadas (Gm) y 

algunas cadenas ligeras kappa (Km) con LEG. En general, algunos de los estudios 

realizados a este respecto son contradictorios. Se ha demostrado reactividad cruzada entre 

los idiotipos de anticuerpos anti-DNA tanto en pacientes con LEG no relacionados corno 

en miembros de familias con LEG, lo que sugiere que puede existir alguna influencia entre 

los genes de inmunoglobulinas y LEG. Se ha mencionado la relación de un idiotipo 

particular de anticuerpos anti-DNA (IdGN2) y alelos de MI-IC clase II en pacientes con 

nefritis y lesiones glomerulares. Recientemente Olee y col. describieron una deleción 

homocigota en el gen humano Hundo, que codifica para t'actor reumatoide en el 20% de 

pacientes con LEG y en 2% de individuos normales. Son necesarios estudios posteriores 

respecto a los genes de inmunoglobulinas para garantizar claramente su asociación con 

LEG, especialmente aquellos relacionados con autoanticuerpos específicos t ► 21, 122,123,124). 
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7.1.8 FACTOR DE NECROSIS TUNIORAL a. 

Los genes del factor de necrosis inmoral (TNF) a y f.1 (linfotoxina) se han 

maneado dentro de la región de genes MI-1C clase 111. Jaco() y col. describieron la 

asociación de un polímorfismo de TNF a en desequilibrio de unión con el haplotipo FILA-

DR2, DQw1 que resulta en niveles bajos de DIF, mientras que niveles altos de "INF se 

han asociados con 1-11..A.-DR3 y DRA. Estudios realizados en ratones revelaron un efecto 

desequilibrio de unión similar entre los niveles de TNF a y I-1-2. Y en ratones lúpicos que 

mostraron niveles bajos de TNF a y que fueron suplementados con TNF exógeno, 

presentaron una enfermedad semejante al lupus (125, 126, 127, 128, 129, 130). 

7,1.9 GENES DEI, RECEPTOR DE CELULAS (TCR) EN LEG. 

Existen dos tipos de TCR. El TCR af3 expresado en el 95 % de las células 

T y que interacciona con moléculas de MFIC. Y el TCR yFi presente en un pequeño grupo 

de células T CD4(-), C1)8(-) y que reconocen proteínas de choque térmico propias y 

bacterianas. Originalmente no se encontró restricción con moléculas de MEIC, aunque 

algunos datos recientes sugieren que existen algunas interacciones con las moléculas de 

1VIFIC para al menos algunas respuestas inmunes. 

Los genes humanos del TCR no se encuentran en el mismo cromosoma que 

los del MHC. Los genes de las cadenas a y y del TCR se encuentran en el cromosoma 14 

y de las cadenas fl y dentro el cromosoma 7. El conocimiento sobre el polimortismo de 

los genes del TCII. es aún limitado. Sin embargo, algunos estudios realizados en estos 

genes empleando REY se han reportado en pacientes con LEG. No se ha encontrado 
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ninguna asociación definida, ni se han detectado deleciones en el gen p del TCR 

contrastando con lo reportado en ratones blancos de Nueva Zeli..nda (NZW). Dukley y 

col. investigaron los patrones de »U para las cadenas a, y y sin encontrar asociación 

con LEG o alelos específicos de MI-IC. Tebib y col. por otro lado, reportó un incremento 

significativo en patrón de RFLP en la cadena a empleando la endonucleasa de restricción 

NO en pacientes blancos americanos, aunque no así en mexicanos con LEG. Frank y col. 

reportaron un incremento significativo en la combinación de los patrones de RFLP con las 

endonucleasas TeRi3BglII y TCRPKpni en pacientes con LEG ; anticuerpos anti-Ro, 

comparados con individuos anti-Ro negativos. En un estudio de familias de casos 

múltiples no pudo demostrarse ninguna asociación con los genes d,.•, las cadenas a, 	y y 

del TCR en pacientes con LEG (131,132, 133, 134). 
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8. MATERIALES Y METODOS. 

Se estudiaron 181 pacientes con diagnóstico de [minus Eritematoso 

Generalizado (LEG) y 105 individuos sanos como controles, los cuales fueron tipificados 

serológicamente para moléculas de FILA clase 1 por medio de la técnica de 

linfomicrocitotoxicidad de acuerdo a lo descrito por Terasaki ; los genes de MIIC clase II 

fueron determinados a nivel de DNA utilizando la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) para amplificar las regiones correspondientes a los genes DRB1, DQA, 

y DQB, la identificación de los alelos correspondientes a cada gen se determinó mediante 

el empleo de Sondas de Oligonucleófidos Alelo Específicas (SSO). 

Se determinó la frecuencia géníca de cada uno de los loci y se compararon 

mediante los métodos estadísticos no paramétricos Chi cuadrada y Prueba exacta de 

Fisher, empleando el paquete estadístico para computadora EPI••INFO y la p calculada fué 

corregida por el método de I3onferroni para comparaciones múltiples, el número de alelos 

comparados en este trabajo fué de 22. 

Las técnicas rnetodológicas se describen con detalle a continuación. 

8.1 TI11FICACION SEROLOGICA 

DE IILA. 

TECNICAS PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS LILA - A,B,C,DR, DQ . 

La prueba de citotoxicidad para linfocitos en microplacas fijé introducida 

en 1964 por Terasaki y McClelland y presentada en el primer Congreso Internacional de 

Flistocompatibilidad (1978) y desde entonces es universalmente aceptada como un método 

sencillo, sensible y reproducible para tipificar antígenos FILA. 
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FI principio de la técnica de citotoxicidad es una reacción Ag-Ac, 

dependiente de complemento. Los linfocitos son incubados con tul suero especifico anti-

FILA seguido por la adición de suero de conejo como fuente de complemento, el 

complemento se une a la superficie celular que previamente ha sido reconocida por un 

anticuerpo, destruyendo la membrana. Las células muertas son identificadas por medio de 

un colorante supravital, el cual es capaz de penetrar la membrana alterada de la célula 

lisada, los linfocitos no reconocidos permanecerán viables y no 'iermiten la entrada de 

colorante a su interior (reacción negativa), 

PROCEDIMIENTO: 

PREPARACION DE LAS PLACAS PARA TIPIFICACION: 

Los antisueros empleados son anticuerpos anti-antígenos FILA, que 

preferiblemente deben ser monoespecíficos. Estos antisueros se obtienen de pacientes con 

transplantes previos, multitransfundidos, o bien de placentas de mujeres multíparas. 

Los sueros deben ser caracterizados empleando paneles de referencia de 

células tipificadas. En muchas ocasiones es dificil encontrar sueros monoespecíficos, por 

lo que se emplean .sueros poliespecificos, en cuyo caso es necesario emplear una 

combinación de antisueros que permita distinguir los diferentes antígenos FILA. 

Para una adecuada tipificación de los antígenos de FILA deben emplearse 

por lo menos 2 diferentes antisueros de la misma especificidad, Si se van a determinar 

antígenos de clase II es indispensable la adsorción del suero con un pool de plaquetas 

humanas con el fin de adsorber anticuerpos dirigidos contra antígenos de clase I y de 

esta manera obtener un antisuero específico para clase II. 

Como control se puede emplear: 
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1. Un pool de suero normal que se prueba con 100 células y no muestra ninguna 

reactívidítd. 

2. Suero de un varón sano de grupo sanguíneo AB que no presente actividad citotóxica en 

pruebas con 100 linfocitos. 

El antisuero empleado como control positivo corresponde a un suero 

monoclonal FILA monoespecítico anti-humano fuertemente citotóxico, también puede 

emplearse una combinación de sueros de pacientes altamente sensibilizados a los que se les 

ha probo do una alta citotoxicidad. 

Para la tipificación de moléculas de clase II se debe incluir en el panel de 

antisueros un control anti-linfocitos 13, el cual es un anticuerpo monoclonal que no 

presenta reactividad contra: granulocitos, linfocitos T, plaquetas, monocitos y hematíes. 

Es aconsejable también incluir controles anti-monocitos, granulocitos y linfocitos T, de 

esta manera es posible valorar la contaminación con otro tipo celular diferente de 

linfocitos B. 

Antes de adicionar los antisueros en la placa de Terasaki es importante 

centrifugarlos a alta velocidad para eliminar lípidos o cualquier contaminante que pueda 

dificultar la lectura de la placa. 

Se debe adicionar 5 pd de aceite mineral a cada pozo de la placa para evitar 

la evaporación de la cantidad tan pequeña de antisuero y facilitar la mezcla de éste con la 

suspensión celular. 

Se adiciona I pi de los respectivos antisueros en cada uno de los pozos de 

la placa y se realiza un mapa donde se especifique la posición y especificidad de cada 
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antisuero, la cual deberá ser empleada para la anotación de los resultados y su 

interpretación. 

Las placas se almacenan a -70°C hasta el momento de su uso. Deben 

descongelarse 15 minutos antes a temperatura ambiente y deben emplearse en no más 

de 30 minutos desde su descongelación. No deben volverse a congelar, tampoco 

conservarse en hielo seco si no están debidamente selladas, ya que el CO2  ocasiona 

acidez, destruyendo la actividad del suero. 

Las placas pueden adquirirse comercialmente ya preparadas. 

OBTENCION DE LINFOCITOS: 

1. Obtener de 10 a 20 ml de sangre anticoagulada (EDTA.Na2, heparina o preferiblemente 

ACD). Colocar la muestra en un tubo Falcon de 50 ml. 

. 2. Diluir la sangre con PBS p1-1— 7.4 ó solución salina isotónica en relación 1:1. 

3. Introducir una pipeta Pasteur hasta el fondo del tubo y agregar 15-20 ml (una tercera 

parte de la muestra de Ficoll Radialar ó Mol( -1-lypaque a través de la pipeta). O bien 

colocar el Ficoll en otro tubo y agregar la sangre diluida por la pared del tubo de 

manera que se formen dos fases bien definidas. 

4. Centrifugar 30 minutos a 1500 rpm. 

5. Con una pipeta Pasteur recuperar la capa de mononucleares, la cual se observa como 

un anillo turbio intermedio en la fase formada por el PBS y el suero. 

6. Llenar el tubo con PBS (50 ml) para realizar un lavado de las células, mezclar 

suavemente. 

7. Centrifugar por 10 minutos a 2000 rpm. 

8. Decantar el sobrenadante. 
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9. Resuspender el paquete celular en I ml de medio RPMI suplementado o medio de 

MacCoy. 

NOTA: Si las células no van a ser tipificadas en ese momento, agregar aproximadamente 

7.5 ml de medio y guardar en refrigeración, las células permanecen viables por 3 días. O 

bien congelarlas si deben almacenarse por un periodo más prolongado (para la técnica de 

criopreservación ver más adelante). 

lo. Transferir la suspensión celular a un tubo Eppendorf de 1.0 ml. 

11.Centrifugar (en microcentrifuga) aproximadamente I seg (prender y apagar 

rápidamente) a 7000 rpm. Este procedimiento elimina los polimofonucleares 

remanentes, así como los monocitos. 

12. Transferir el sobrenadante a otro tubo Eppendorf de 1 ml. 

13. Centrifugar por 1 min a 1,200 rpm. Este procedimiento permite eliminar plaquetas. 

14. Transvasar el sobrenadante al tubo Eppendorf anterior que contiene el primer paquete 

celular. (Se recomienda conservar estas fracciones, ya que en caso de un error se 

pueden obtener más linfocitos, repitiendo el proceso de separación por centrifugación), 

15. Resuspender el botón celular en aproximadamente I ml de medio RPMI o MacCoy. 

NOTA: Si el botón celular contiene eritrocitos (se observa de color rojizo) agregar 1 ml 

de solución AKC antes de agregar el medio RPMI, resuspender e incubar por 5 min a 

37°C. 

Centrithgar por 2 min a 5000 rpm 

Desechar el sobrenadante. Agregar 1 ml de PBS y centrifugar nuevamente por 1 

min a 5000 rpm, para lavar las células. 

Resuspender el botón celular en 1 ml de medio 11.1)M1 y continuar con el protocolo. 
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16,Ajustar la suspensión celular a una concentración de 2 a 3 X 10 células por ml. 

Para este procedimiento se puede emplear una cámara de Nettbawer. La 

cual se carga con una mezcla de la suspensión celular y colorante azul de tripón en 

relación 1:1. Mediante este procedimiento se puede realizar el conteo celular y la 

determinación de la viabilidad celular. 

Contar 5 cuadrados de la cuadrícula central (para g'óbulos rojos), el cual 

corresponde a un volumen de 0.02 mm j. 

El número de células por mm' se calcula de la manera siguiente 

No. de celulas / ml 	
(n) X 1000 mine X dilucion 

0.02 mmc X 1 cc 

donde: 

n= número de células contadas 

dilución = en este caso corresponde a 2. 

Para el ajuste se realiza una regla de 3 simple, por ejemplo: 

Si se tiene una suspensión celular con 6 X 106  células por ml y se desea 

ajustar a 2.5 X 106  células por ml, entonces: 

 

6 X 106 	 

2.5 X 106  

  

1000 ml 

   

entonces X= 416.67 pl. 
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Para ajustar la suspensión se requieren 416.67 Id de la suspensión anterior 

583.33 pi de medio 111'1\11. 

PRUEBA DE UNFOTOXICIDAD PARA DETECTAR ANTIGENOS 

111,A-ABC. 

1 Descongelar las placas de Terasaki que se emplearan para la tipificación. 

2. Mezclar la suspensión de linfocitos previamente aislados y contados. 

3. Añadir 1 pl de la suspensión celular a cada pozo de la placa. 

4. Incubar las placas a temperatura ambiente (22 a 25 °C) durante 30 minutos. 

5. Añadir 5 pl cíe complemento de conejo a cada uno de los pozos. 

6. Incubar a temperatura ambiente por 60 minutos. 

7. Añadir 5 pl de solución de Eosina Y y esperar que se tiñan las células 

(aproximadamente 3 minutos). 

8. Agregar 5 pl de formalina amortiguada. 

9. Dejar reposar las placas por 20 minutos para permitir el asentamiento de las células. 

10.I.,eer en microscopio invertido con contraste de fases. 

EVALUACION MICROSCOPICA DE LA PRUEBA DE TIPIFICACION. 

Una reacción positiva se observa cuando las células aparecen teñidas, de 

mayor tamaño, observándose prácticamente solo el contorno celular. 

En una reacción negativa las células aparecen intactas, sin teñir y 

refringentes, 
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La intensidad de la reacción se califica mediante una escala, de la siguiente 

manera: 

PUNTOS 	 REACCION 	(%) DE CEE. MUERTAS. 

1 NEGATIVA 0 - 10 

2 NEGATIVA f/- 11-20 

4 DEBILMENTE POSITIVA 21-40 

6 POSITIVA 41-80 

8 FUERTEMENTE 80-100 

POSITIVA 
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TIPIFICACION DE MOLECULAS DE FILA CLASE 11. 

1N1'RODUCCION: 

La tipificación de moléculas clase II serológica se realiza mediante la 

técnica de citotoxicidad cuyo fundamento es el mismo que la para la técnica de tipificación 

de las moléculas de clase I. Las moléculas de clase II son expresadas en células como los 

linfocitos B, líneas celulares linloblastoides de estirpe 13, monocitos, macrófagos, células 

endoteliales, células de Langerhans, linfocitos 1' activados. La tipificación de éstas 

moléculas se realiza principalmente en linfocitos 13, las cuales pueden ser aisladas de una 

muestra de sangre periférica. 

Existen varios métodos para separar linfocitos 1' de B como pueden ser: 

formación de rosetas con glóbulos rojos de carnero, métodos de adherencia a placa de 

petri, esferas magnéticas, columnas de nylon, empleando un coctel de anticuerpos 

monoclonales linfo-kwik. 

En la técnica que se describe a continuación la separación de linfocitos 13 se 

realiza mediante la técnica de LINFO-KW1K. Cuyo principio está basado en el empleo de 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra células no deseadas más complemento. Las 

células no deseadas son lisadas y separadas de los linfocitos mediante centrifugación en 

gradiente de densidad. 

PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE LINFOCITOS B. 

1. Aislar de 5 a 20 millones de linfocitos totales por medio de la técnica de Ficoll descrita 

anteriormente. 

2. Centrifugar los linfocitos en tubo Fisher a 1000 g por 1 minuto. Descartar el 

sobrenadante. 

3. Agregar 0.8 ml del reactivo 1 y mezclar bien. 
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4. Incubar a 37 ° C por 60 minutos, mezclar ocacionalmente por inversión. 

5. Colocar una capa de 0.2 ml de PBS sobre la superficie del reactivo I 

6 Centrifiigar a 2000 g por 2 minutos. 

7. Descartar la capa de células muertas y 	sobrenadante. 

8, Agregar 0.5 ml del reactivo 2, mezclar bien. 

9. Centriffigar a 2000 g por 2 minutos. 

10. Descartar el sobrenadante y resuspender los linfocitos con 1 ml de PI3S. 

11.Centrifugar a 1000 g por I minuto. 

12.Resuspender los linfocitos en medio de RPMI. 

13.Ajustar la suspensión a una concentración de 2 a 3 millones por cm3. 

PROCEDIMIENTO PARA LA TIPIFICACION DE LILA- DR. 

1. Descongelar las placas para tipificación clase II. 

2. Agregar 1 ttl de la suspensión de linfocitos B a cada pozo. 

3. Incubar las placas a temperatura ambiente (22/25°C) por 1 hora. 

4. Agregar 5111 de complemento de conejo para clase II a cada pozo. 

5. Incubar las placas a temperatura ambiente por dos horas. 

6. Agregar 5111 de eosina, esperar 3 minutos para que se realize la tinción. 

7. Agregar 5ttl de formaldehído . 

8. Dejar reposar las placas por 20 minutos para que se asienten las células. 

9. Realizar la lectura en el microscopio. 

10.La evaluación se realiza de la misma manera que para las moléculas de clase I. 

PROBLEMAS Y RECOMENDACIONES: 

1. Alta muerte celular (background) se puede deber a: 

• Células maltratadas durante el aislamiento, almacenamiento o transporte. 
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• La muerte celular puede ser consecuencia de la presencia de sustancias tóxicas como 

detergentes, solventes o productos generados por contaminación bacteriana. 

2. El exceso o Palta de células suficientes en cada pozo de reacción. Debe existir un 

equilibrio entre la cantidad de antisuero y células para que la reacción se lleve p cabo. 

3. La contaminación bacteriana causa reacciones falsas positivas, lo mismo ocurre en caso 

de reactivos contaminados. 

4. Inadecuada temperatura de incubación 

5. Complemento manejado en forma inadecuada . 

6. Contaminación por arrastre de antisueros durante la siembra celular, al tocar con la 

aguja de la pipeta los antisueros. 

7. Almacenamiento prolongado de las placas de tipificación ya que el suero libera CO2, 

ocasionando la producción de burbujas en los pozos, lo cual dificulta la lectura. 

8. La contaminación con eritrocitos dificultará la lectura ya que es dificil distinguir los 

eritrocitos de los linfocitos. 

9. Otro problema que se presenta cuando la preparación está contaminada con eritrocitos 

es la presencia natural en el suero de anticuerpos naturales contra el grupo sanguíneo 

A130, dando como resultado lisis de eritrocitos, indistinguible de la lisis linfocitaria. 

10.EI excesivo número de granulocitos, plaquetas y eritrocitos puede consumir 

complemento y provocando reacciones falsas negativas. 

11. La contaminación con granulocitos frecuentemente ocasiona falsos positivos ya que 

éstas células son muy sensibles al efecto citotóxico del complemento de conejo. 

12. Emplear complemento de conejo especifico para la tipificación de clase II, ya que este 

complemento es extraído de conejos recién nacidos y carecen de anticuerpos 

heterófilos que pudieran lisar células por reacción inespecífico 
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8A CRIOPRESERVACION DE CELULAS. 

Cuando se requiere almacenar las células para ser tipificadas 

posteriormente, o cuando se requiere tener un banco de células ya tipificadas, éstas 

pueden ser congeladas. El rango de recuperación de las alícuotas congeladas es de 50 al 

95%. 

MATERIALES: 

Solución congelante: 10% v/v dimetil-sulfoxido (DMSO) en suero fetal bovino. Preparar 

el día de su uso y mantener a 4°C. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Aislar los linfocitos mediante la técnica de Ficoll- Hyopaque, descrita anteriormente. 

2. Resuspender las células en medio de RPMI y realizar un tonteo. 

3. Centrifugar a 100 g por 5 minutos a temperatura ambiente.. Desechar el sobrenadante. 

4. Agregar por cada IX 10' células 1 ml de solución congelante (solución fresca fría, 

mantener en hielo). Transvasar a un criotubo (Nunc #3-63401), en alícuotas de 0.5 ml. 

5. Mantener la suspensión en hielo seco / etanol y glicerol por un periodo de 60 min. 

6. Transferir a nitrógeno líquido. 

RECUPERACION DE CELULAS CONGELADAS. 

MATERIALES: 

-RPMI suplementado (ver apéndice de reactivos). 

-Incubador con humiditicador a 37°C y 8% de CO2, 
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PROCEDINIIENTO: 

1. Descongelar completamente los criotubos en un baño de agua a 37"C, sumergiendo los 

tubos solamente hasta el nivel de la muestra. 

2. Una vez descongelada la suspensión, transvasar el contenido en ambiente estad a un 

tubo cónico de 15 ml y añadir 5 ml de 11.1)M1 a 37°C. 

3. Centrifugar 5 minutos a 100 g. 

4. Aspirar el sobrenadante y resuspender el botón celular en 5 ml de RPMI. a 37°C. 

5. Centráigar a 100 g por 5 minutos. 

6. Descartar el sobrenadante y volver a resuspender en medio de RPM1. 

7. Diluir con azul de tripano 1:1, verificar viabilidad celular, contar y ajustar a la 

concentración de trabajo. 

RECOMENDACIONES: 

• La solución de congelamiento debe ser preparada justo antes de su empleo. 

• El OMS° que contiene la soluci,',1 de congelamiento es tóxica para las células cuando 

estar en contacto a temperatura ambiente por un período mayor de 20 minutos. Por lo 

que se aconseja trabajar con rapidez y en un baño de hielo. 

• Emplear solamente criotubos, ya que estos recipientes están diseñados para soportar 

tan bajas temperaturas. 
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8.3 EXTRACCION DE DNA GENOMICO 
MACROTECNICA. 

INTRODUCCION: 

El aislamiento del DNA es la parte fundamental para el desarrollo de los 

estudios de DNA, gracias a los logros Ic.anzados con la tecnología del DNA se ha 

brindado apoyo a la medicina, originándose lo que se conoce como medicina molecular. 

La medicina molecular pretende esclarecer cual es la causa de las enfermedades a nivel 

molecular. Su aplicación, ayuda a la identificación genes, conocer su secuencia 

nucleotídica y a descubrir cuales son la mutaciones que se presentan con mayor frecuencia 

en un gen. 

FUNDAMENTO: 

La extracción de DNA está basada en la lisis de membranas celulares y la 

degradación de las proteínas asociadas al DNA, las cuales son extraídas durante pasos de 

purificación, para posteriormente ser precipitado mediante sales de sodio (cloruro ó 

acetato de sodio) y etanol. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Tomar 20 ml de sangre total, llevar hasta un volumen de 50 ml de PBS, con la finalidad 

de lavar. 

2. Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm. 

3. Desechar el sobrenadante (mediante una bomba de vacío). 

4. Resuspender el paquete (botón celular) y llevar hasta un volumen de 50 ml con AKC. 

Mezclar e incubar 30 minutos a temperatura ambiente. Agitar de vez en cuando.En este 

paso se lisan los eritrocitos. 

5. Centrifugar 10 min a 1500 rpm. 
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6. Desechar el sobrenadante. 

7. Resuspender el botón celular con 50 ml de PI3S, para lavar nuevamente. 

8. Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. 

9. Desechar el sobrenadante. Resuspender el botón celular con 50 ml de AKC. 

10.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. 

11.Desechar el sobrenadante. Resuspender el botón celular con PBS. 

l2.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm, 

13.Desechar el sobrenadante. Al botón celular adicionar 3 ml de RSI3, mezclar 

suavemente para resuspender las células. 

14,Agregar 300 1.11 de SDS al 10 % y 100 Id de proteinasa K (1 mg/mi). Mezclar e incubar 

toda la noche a Baño María entre 65 y 70 °C. 

15.AL SIGUIENTE DIA: Saturar fenol con TRIS base 0.5 M pf1=8.0, empleando una 

relación 1: I. 

16.Adicionar 3.0 ml de fenol saturado a la mezcla (trabajar en campana de extracción). 

Mezclar por inversión. Este paso tiene el objeto de desproteinizar. 

17.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm 

I8.Con una pipeta Pasteur extraer la fase inferior y desechar. 

I9.A la fase acuosa (lechosa) adicionarle 3.0 ml de fenol saturado. Mezclar por inversión, 

20.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. 

2I.Extraer la fase inferior y desechar. 

22.Añadir a la fase acuosa 2 ml de buferr TE y 5 ml de cloroformo-alcohol 

isoamílico.Mezclar. 

23.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. 

24.Extraer la fase inferior y desechar. Agregar nuevamente 5 ml de cloroformo-alcohol 

isoamílico. 
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25.Centrifi► gar 5 minutos a l500 rpm. Repetir este paso hasta que la fase acuosa quede 

cristalina. 

26.Agregar la décima parte del volumen final de muestra de NaCI 5 M para obtener una 

concentración final 0.5 M (p.ejem. para 5 ml de fase acuosa, agregar 500 ttl de NaCI 5 

M. Mezclar. 

27.Agregar 3 volumenes de etanol absoluto frío. (p. ejem. 15 ml de alcohol para 5 ml de 

rase acuosa). El DNA precipita inmediatamente. 

28.Separar el DNA y colocar en un tubo Eppendorf. 

29. Lavar el precipitado con etanol al 70%. 

30. Retirar la mayor cantidad posible de etanol. 

3I.Colocar el Eppendorf en un desecador a temperatura ambiente, hasta su completo 

secado. 

32.Disolver el DNA en agua bidestilada. 

33.Congelar hasta su uso. 
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8.4 EXTRACCION DE DNA GENONJICO 

MICROTECNICA. 

PROCEDIMIENTO: 

1. En un tubo Eppendorf adicionar 300 1t1 de buffer de lisis y 150 pl de sangre total 

(anticoagulada con EDTA). Mezclar por inversión e incubar por 5 min a 60°C. 

2. Adicionar 450µI de cloroformo. Agitar 2 minutos. 

3. (.7.entrifugar 5 minutos a 14 000 rpm. 

4. Con una pipeta Pasteur extraer el sobrenadante ( fase acuosa) y depositar en otro tubo 

Eppendorf 

5. Agregar al sobrenadante 450 µI de agua destilada y 50 µI de crAB. Mezclar 

suavemente por inversión por 2 minutos. 

6. Centrifugar 10 minutos a 10 000 rpm. 

7. Decantar el sobrenadante. Resuspender el precipitado en 10 µI de NaCl 1.2 M y añadir 

375 1.11 de etanol absoluto frío, Agitar suavemente. El DNA se observa en forma de 

hilos. 

8. Centrifugar 10 minutos a 14 000 rpm. 

9. Decantar el sobrenadante. Adicionar al precipitado 500 µI de etanol frío al 70%. 

Mezclar por inversión, 

10.Centrifugar 5 minutos a 10 000 rpm. 

I I.Decantar el sobrenadante. Secar el DNA en un desecador. 

12.Resuspender el DNA en 501.11 de agua bidestilada. Una vez disuelto, congelar. 
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8.5 CUANTIFICACION DE DNA Y RNA POR 

ESPEurRoanomETRIA 

FUNDAMENTO: 

Este método es empleado para estimar la concentración de DNA ó RNA 

por espectrofotometría de absorción ultravioleta, ya que los ácidos nucleicos tienen una 

absorbancia máxima a 260 nm, mediante éste método es posible también conocer su 

pureza ya que las proteínas tienen una absorbancia máxima a 280 nm, por lo que la 

relación de estas lecturas nos da una idea de la pureza de los ácidos nucleicos. Este 

procedimiento tiene un rango de sensibilidad de 5 ng DNA/m1 a 50 pg DNA/ml. 

Las lecturas de absorbancia a 325 nm pueden detectamos partículas 

presentes en la solución o suciedad de las cubetas de lectura, mientras que los 

contaminantes que contienen enlaces peptídicos o moléculas aromáticas como las 

proteínas y fenol absorben a 230 nm. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Pipetear 1 ml agua o buffer TNE (según sea el diluyente de la muestra) en una cubeta 

de cuarzo. Leer absorbancia a 325 nm y ajustar el cero del espectrofotómetro. 

2. Tomar 5p1 de la muestra de DNA o 4 pl de RNA y añadir 995 pl de agua destilada. 

Mezclar y transferir a una celda de espectrofotómetro. Leer absorbancia a 280, 260 y 

230 nm. 
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3. Emplear la absorbancia a 260 para calcular la concentración d.; DNA, Para DNA una 

A16)  de 1 corresponde a 50 lig/ ml, 	37 pg/ inl de DNA de cadena sencilla, O 	40 

¡g/ml de RNA. 

4. La concentración de DNA o RNA. en microgramos por microiitro de ¡nuestra será 10 

veces la lectura de absorbancia. Por ejemplo; si la absorbancia de la muestra diluida es 

0.2 a 260 nm la ¡nuestra original contiene 2 tg de DNA RNA por inicuas°. 

5, La concentración de oligonucleótidos cortos de secuencia cono( ida pueden también ser 

determinados empleando A260. Debe tenerse en cuenta que la co -nposición de bases del 

oligonucleótido puede tener efectos significativos sobre la absoroancia. La absorbancia 

total es la suma de las contribuciones individuales de cada base. 

COEFICIENTES DE EXTINCION MOLAR DE BASES DE DNA. 

BASE 1:260nm 

Adenina 15200 

Citocina 7050 

Guanina 12010 

Timina 8400 

El empleo de la relación A260/A280 y A230, A325 pueden auxiliar en la 

estimación de la pureza de la muestra de ácidos nucleicos. Valores de la relación A260/A280  

de 1.8 y 1.9 para DNA y de 1.9 a 2.0 para RNA nos indica que tenemos una preparación 

de alta pureza, ya que los contaminantes que abosrben a 280 nm (proteínas) reducen el 

valor de ésta relación, en cuyo caso debe purificarse la preparación mediante el método 

descrito a continuación. 
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NOTA: Si la maestra contiene menos de 0.1 ttl / ml, la lectura de DO será 

tan baja que es poco confiable. En este caso usar una dilución menor y ajustar los cálculos 

acordemente. 

8.6 PURIFICACION DE DNA. 

PROCEDIMIENTO: 

I. Añadir a la muestra de DNA disuelto en agua un volumen de fenol saturado más un 

volumen de cloroformo. Mezclar, por inversión para no fragmentar el DNA. 

2. Centrifugar por 1 minuto a 15 000 rprn. 

3. Remover la fase acuosa y transferirla a otro tupo Eppendorf 

4, Añadir a la fase acuosa la décima parte de NaCl 5M (a pH 7), para tener una 

concentración final de NaCI 0.5 M. 

5. Añadir 2.5 volumenes de etanol. Refrigerar por varias horas, para favorecer la 

precipitación. 

6. Centriffigar por 10 min a 4 °C a 15 000 rpm. 

7. Descartar cuidadosamente el sobrenadante, para remover las sales residuales, lavar el 

precipitado con etanol al 70%, mezclar. 

8. Centrifugar 2 minutos a 4°C a 15 000 rpm. 

9. Descartar el sobrenadante. 

l0.Colocar el precipitado en un desecador. 

11.11na vez seco el DNA, disolver en agua bidestilada. 
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8.7 PROCEDIMIENTO PARA LA TIPIFICACION DE 111,A-DRIII, 
DQBI Y DP131 POR IIIHRIDIZACION CON SONDAS DE 

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA ESPECIFICA 
(SSO). 

INTRODUCCION: 

Los estudios de biología molecular de los genes de MHC han dado las bases 

para el estudio de la gran diversidad de estos antígenos a nivel molecular. El análisis de la 

región 11.LA-D ha conducido a la identificación de un gran número de alelos de los genes 

DR, DQ, DNI, DN y DO. Estos estudios también han proporcionado las herramientas 

necesarias para realizar el análisis del porlimorfismo de sistema FILA a nivel molecular 

(genotipificación) empleando el método de hibridización con sondas de oligonucleótidos 

secuencia específica (SSO, oligotipificación de FILA). 

La introducción de un paso de amplificación sobre el DNA blanco por medio 

(le la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha hecho posible el empleo rutinario de 

ésta técnica en la tipificación de FILA encausado al transplante de órganos y médula ósea, 

así como en estudios a gran escala de la asociación de enfermedades con LILA o bien 

genética de poblaciones. 

Este procedimiento se puede realizar básicamente en dos pasos, mediante los 

cuales se puede identificar la mayor parte de los alelos de DRBI, DRI33/B5, DQBI y 

DPB I 

El primer paso (oligotipificación del DR. genérico) identifica las principales 

especificidades serológicas DR1-14. Incluyendo 2 a 5 oligonucleótidos secuencia específica 

adicionales, la tipificación genérica puede resolver las especificidades DR 1-16 ó DR1-18 

respectivamente. 
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El segundo paso consiste en escoger sondas apropiadas dependiendo el DR 

genérico para obtener la identificación de los alelos DRB1, B3/B5 , DQB I y DPB I . 

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA. 

(PCR). 

El volumen total de la mezcla de reacción es de 50 pi el cual contiene: 

1 111 de DNA genómico. 

10 1.t1 de Buffer de amplificación 5X. 

1 vil de dNTPs 10 mM (0.2 mM). 

1 ul de cada primer (25 pinol). 

1 U de Taq polimerasa. 

Las condiciones de los ciclos dependen de los primer empleados y se 

ennumeran en el cuadro 10. 

Las muestras son calentadas primero a 100°C por 7 minutos antes de la 

adición de la Taq polimerasa. En todas las series de PCR se incluyen blancos para 

monitorear contaminación por arrastre. La eficiencia del PCR se prueba mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % en buffer TE. 

La mezcla de reacción puede ser preparada con anterioridad (buffer de 

amplificación, dNTPs y primers), pueden ser irradiados con luz UV y almacenados a -20 °C 

en alícuotas de 100 inicrolitros. 

104 



INMUNOPUNTO. 

Se mezcla una alícuota de 2.5 pl del amplificado con 50 ml de acetato de 

amonio 1M, ésta mezcla es aplicada manualmente sobre un filtro (Nutran, Schleicher & 

Schuell). La membrana se desnaturaliza en NaOH, 0.4 N por 10 minutos, posteriormente se 

neutraliza con acetato de amonio 1M por 10 minutos y se seca a temperatura ambiente. 

Deben incorporarse controles tanto positivos como negativos para la hibridizacion en cada 

membrana que se emplee. 

MARCAJE DE OLIGONECLEOTIDOS. 

El marcaje se realiza empleando [3211 g-ATP y polinucleótido cinasa. La 

marca en estas condiciones se realiza en el extremo 5' del oligonucleótido.Cada reacción 

contiene 6 pmoles del oligo, 25 mCi de ATP, 1 ml de buffer cinasa (0.5M Tris-HCI, 

pH=7.6, 0.1 M de MgCl2, 50 mM de ditiotreitol (DTT), 1mM de espermidina, 1 mM de 

EDTA) y 5U de T4 polinucleótido cinasa (Pharmacia). Se incuba por 30 minutos a 37 "C y 

el oligo marcado se purifica sobre una columna de DE52 (Whatinan, Cat. no. 4057-050). 

Después de pasar el oligo por la columna, ésta se lava con 10 ml de buffer de lavado (150 

mM NaCI, 20 mrvl Tris-HCI, pll= 7.8, 10 mM EDTA) y el oligo purificado es eluído con 

fracciones de 0.2 ml del buffer de elución (1M NaCI, 20 mM Tris-HCI, pH-7.8, 1 mM 

EDTA). 

Puede realizarse también un marcaje no radioactivo en el extremo 3' 

empleando digoxigenina -11-2',3'- dideoxy - uridina -5'- trifosfato (DIG - 11 - ddUTP, 

Boehringer) y una transferasa terminal. La mezcla de reacción contiene 4 ml de buffer de 

marcado (200mM de K-cacodilato, 25mM Tris-HCI, pH=6.6, 0.25 mg/ml BSA), 4 rn1 de 

CoCl2  (100 nmol), 100 pmol SSO, y 1 nmol DIG-11-ddUTP y 25 U de transferasa terminal 
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(TdT) en un volumen total de 20 l► l. La reacción se incuba a .37 "C por 20 mi nutos e  

inmediatamente se congela a -20 C. 

IIIBRIDIZACION CON SSOs CON MARC, RADIOACTIVA. 

1. PREI-IIBRIDIZACION: 30 minutos a 54 "C en buffer de hibridización de cloruro de 

tetrametilamonio (TMAC) 

1. HIBRIDIZACION: 1 a 3 horas a 54 "C en buffer de hibridización TMAC con 0.5 X 10' 

cpm/ ml de la sonda SSO marcada, El buffer de hibridización TMAC contiene 50 mM 

Tris-HCI, pH=8.0, 3 M TMAC (Fluka), 2 mM EDTA, pH=8.0, solución Denhardt 5X, 

0.1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS), 100 mg/ ml de DNA desnaturalizado de 

esperma de salmón. La solución se filtra a través de un papel Whatman 3MM, 

Las manchas se lavan dos veces por 10 minutos a temperatura ambiente en solución de 

SSPE 2X-0.1% SDS, una vez con buffer TMAC por 10 minutos a temperatura ambiente y 

dos veces en buffer TMAC a una temperatura dependiente del tamaño del oligo empleado 

(p, ej. 58°C para 18 bases, 59 "C para 19 bases y 60 °C para 20 bases). 

HIBRIDIZACION CON SSOs MARCADOS CON DIG. 

1. Bloqueo: incubar las membranas por 30 min a 54 °C en solución de bloqueo ( SSPE 4X, 

1% de reactivo de bloqueo [Boehringerj, 0.1% de laurilsarcosina [Sigma]). 

2. Prehibridización: 30 min a 54 "C en buffer TMAC. 

3. Hibridización: 4 horas a 54 °C en buffer de TMAC que contiene 2 pmol/ml de SSO-

marcado con DIG. Buffer TMAC (50 mM Tris - hiel, pH= 8.0, 3M TMAC, 0.1% SDS, 

2 mM EDTA) La membrana se lava 10 minutos a temperatura ambiente en SSPE 2X -

0.1% SDS y por 15 minutos en buffer TMAC a la temperatura adecuada según el 

tamaño del oligo (entre 58 - 60 "C , igual que en el caso anterior). 
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DETECCION POR ()HM IOLLIMINISCENCL,. 

Los siguientes pasos deben ser realizados en un incubador rotatorio a 

temperatura ambiente. 

1. Lavar las manchas 5 minutos con el buffer 1. 

2. Incubar por 30 minutos en el buffer 2. 

3. Incubar por 1 hora en el buffer 2 con anti-digoxigenina marcada con lbsfittasa alcalina en 

dilución 1:5000 (I3oehringer). Esta solución puede reusarse, )ara lo cual debe 

conservarse a 4°C. 

4. Lavar dos veces en buffer 1 por periodos de 15 minutos. 

5. Incubar dos minutos en el buffer 3. 

6, Cubrir las manchas con 0.5m1/ 15 cm` de solución AMPPD (dilución 1:100 en buffer 3 

por 5 a 15 minutos a 37 "C). 

7. Secar las membranas y exponerlas a una película de rayos X por 90 minutos a 

temperatura ambiente. 

8. Revelar. 

Buffer 1:0.1 M Tris-HCI, 1)11=7.5 - 015 M NaC1, 

Buffer 2: 0.1 M Tris-HCI; pH= 7.5 - 0.15 M NaCI - 1% solución de bloqueo. 

Buffer 3: 0.1 M Tris-HC1, p1-1=9.5 - 0.1 M NaCI - 50 mM MgC12. 

Las membranas pueden reutilizarse después de un proceso de 

deshibridización por 30 minutos en NaOH 0.4 N y posterior neutralización en Tris-HC1 0.2 

M pH = 7.5 - 0.1 X SSPE - 0.5 % SUS por 30 minutos a 42 °C. 

MARCAJE NO RADIOACTIVO CON 1310TINA-dUTP. 

Alternativamente, las sondas SSO pueden ser marcadas con biotina-11-

dUTP y una transferasa terminal como se describió para el marcaje con D1G. La 
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bibridización se realiza bajo las mismas condiciones que para D1G-SSOs ('l'MAC) y la 

detección es realizada mediante un conjugado de avidina-rostittasa alcalina y AMPPD como 

sustrato. 

INTERPRETACION: 

La identificación de los principales grupos de DR (DR I -DR14 Figura 8) 

(DR genérico) es realizado después de la amplificación del exón del primer dominio de 

DRB por medio de PCR empleando los primers DRP I y DRP2 (Cuadro 10). El DNA 

amplificado es hibridado con 14 sondas SSO (Cuadro 11), mediante lo cual es posible la 

identificación de las especificidades de DRI-DR14, incluyendo los alelos raros tales como 

DRB1*0103, 1102/03, o 1303 (Cuadro 12). Algunas combinaciones raras pueden ser 

indistinguibles cuando se emplea el sistema de tipificación con 14 sondas-DR (Cuadro 13). 

Todas ambiguedades pueden ser resueltas mediante la hibridización con SSOs S57, E28 y 

R7I (Cuadro 11) o, alternativamente por PCR-grupo específico. La inclusión de dos sondas 

SSOs adicionales permite la detección de los alelos DRB5*0101 y 02, lo que aumenta la 

resolución de DR1 a DR16. La inclusión de tres SSOs para identificar los subtipos 'de 

DR52a, -52b, y 52c (Cuadro 11) permite la identificación de 28 especificidades de DR, 

incluyendo los subtipos de DRI, DR2, DRI3 y DR14. 

SUBTIPOS DE DR1. 

Los tres subtipos de DRI (0101,0102,0103) pueden identificarse por medio 

de la tipificación genérica empleando las sondas L I I, E7I y AV86 (Cuadro 14). En 

individuos que presentan un segundo alelo positivo con E71 (ejem. DR13) o AV86 (ejem, 

DR12), sondas adicionales 'permiten la resolución de los subtipos de DR1 nQR7I 

(0101+0102) y G86 (0101+0103). Alternativamente el análisis de los subtipos de DRI 

puede ser realizado por hibridización después de la amplificación específica de DRB I -DRI 

por PCR. 
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SUBTIPOS DE DR2. 

LOCUS DRB1. 

Se realiza un PCR grupo específico empleando los primers DR2B1 y DRP2 

(Cuadro 10) seguido de una hibridización con 5 sondas SSO para discriminar entre los 

alelos 1501, 1502, 1503, 1601, y 1602 (Cuadro 15). Los alelos más comunes 1501 y 1601 

son identificados por una hibridización positiva con SSO V86 y F67, respectivamente. 

LOCUS DRB5. 

Los subtipos de DR2 pueden ser identificados después del PCR genérico 

empleando SSO D37 ( DRB5*0101) y AV86 (DRB5*02). Una muestra positiva ,con DR I I 

(DR2), pero negativa con D37 y AV86 se tipifica como DRB5*0102 (Cuadro 15). Debido 

al fuerte desequilibrio de enlace entre DRB 1 y DRB5 en caucásicos, la identificación de 

DRB I* 1501, 1502 y 16 puede ser resuelta por la oligotipificación de DRB5 con las sondas 

D37 y AV86. Alternativamente puede emplearse un PCR específico DRBI-DR2 o bien un 

PCR específico DRB5-DR2. Los haplotipos raros que pueden estar presentes en asociación 

con DRB I *0101-DRB5*0101, pueden ser tipificados como tripletes DR1/DR2/DRx 

dentro de la tipificación genérica. 

SUBTIPOS DE DR4. 

Todos los subtipos de DR4 son detectados después de la amplificación 

específica de DRB I-DR4 por PCR empleando los primers DRP4 y DRP2 (Cuadro 10) y 

posteriormente se realiza la hibridización con un panel de 8 sondas de dilos. Los patrones 

esperados para los 12 alelos de DR4 se muestran en el Cuadro 16. 
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ALELOS DRB I Y 01033 ASOCIADOS A DR52. 

El grupo de DR52 comprende los antígenos definidos serologicamente como 

DR8, DR II, DR 12, DR.13, DR14, DR17 y DR18 codificados por 	locus DRB1. Con 

excepción de DR8, todos estos antígenos están asociados con uno de les alelos DRB3 que 

codifica los alelos de DR52. Los análisis de secuenc►ación (le DNA ha revelado que existe 

una gran diversidad dentro de los tipos serológicos, con un alto poli►  iorfismo dentro de 

DR6. Se han descrito un total de 35 alelos DRB1 y 4 DRB3 dentro del grupo DR52. 

Algunos de estos alelos representan variaciones en sustituciones silenciosas, las cuales no 

son analizadas por éste método. 

La tipificación genérica de DR con 17 SSOs, incluyendo las sondas para 52a, 

52b y 52c, permite la identificación de algunos de los tipos más comunes DRB I subtipos 

por la tipificación directa del locus DRB I (0301, 1101/04, 1102/03, 1303, 1304, 1401/04) 

o por desequilibrio de unión con alelos de DR52 (0302,1301,1302). Una tipificación 

confiable para todos los alelos DRB1 asociados a DR52 puede realizarse después del PCR 

específico de grupo empleando un primer 5' correspondiente a la primera región 

hipervariable (H:PV) de Itis alelos DR131 asociados a DR52. 

El cuadro 17 muestra 27 patrones de hibridización para para los subtipos 

alélicos DIB1 asociados a DR52 empleando 19 sondas SSO, incluyendo 8 sondas SSO del 

protocolo de tipificación de DR genérico. 

Los dos subtipos de DR3 (N77 - y N37 positivos) son discriminados por la 

sonda E28 la cual identifica 0302 (y 1402, 1403, 1406), así como también DR133*0301. El 

alelo DRB3*0301 es idéntico a 0302 excepto por un cambio en el aminoácido 86 de Gly a 

Val. 
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Los subtipos de DRII son detectados empleando una combinación de siete 

sondas que identifican las secuencias de los polimorfismos en los codones 67, 71 y 86, 

incluyendo SSO G13 para la detección de DR131*1105 . En el 11 Taller Internacional de 

Histocompatibilidad se incluyeron subtipos adicionales de DR I I 11.5, idéntico a 1101, 

excepto para las posiciones 85-86 (Ala-Val), y 11.6; idéntico a 1102, excepto para la 

presencia de Gly en la posición 86. 

Los alelos DRB1*1105 y 1202 (L37 positivos) son diferenciados por SSO 

F67/167, 

Los seis subtipos de DR13 pueden ser identificados por hibridización con 

nueve sondas SSO E71, K71, y N37 incluidos en el protocolo de tipificación de DR 

genérico. Para la diferenciación entre 1305 y 1306 y entre 0801 y 0803 se emplea SSO Y67 

en lugar de Y 67-2, el cual identifica la secuencia I-DE. 

Se requieren un gran número de sondas para la diferenciación de los 

subtipos de DR14. Como se muestra en la tabla 8, 11 SSO permiten diferenciar 7 patrones 

de hibridización diferentes que corresponde a los alelos 1401-1407. 

Los cinco subtipos de DR8 (L74 y G13 positivos) se detectan mediante 

cinco sondas que identifican las secuencias polimórficas a las posiciones 57, 67 y 86. Los 

alelos 0804 y 0805 aparentemente se encuentran solamente en poblaciones descendientes de 

Africanos. 

« Las ambiguedades en la asignación de alelos, particularmente heterocigotos 

(Cuadro 17) se resuelven mediante el empleo de primer para PCR diseñados para 

amplificar selectivamente los subgrupos de alelos asociados a DR52. Primers específicos 5' 

EYSTS (aa 9 a 13) (Cuadro lo). ó EYSTG amplifica selectivamente haplotipos 

DR3+1 I +13+14 ó haplotipos DR8+12+1404, respectivamente. Alternativamente, pueden 
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sintetizase primer reversos en base a las diferencias en la posición 86, permitie ido la 

amplificación de subgrupos con las especificidades antes mencionadas. En los CaSOS Jn que 

existe indeterminación que involucra a los alelos 1301/1302 (ejem. la combinación 

1101/1301 contra 1104/1302), la asignación de 1302 puede deberse a una unión 

conservada de DRB1*1302 con DRB3* 0301. 

Los tres subtipos de DR52 se diferencian después del PCR genérico mediante 

las sondas R11, 1130 y E28 (Cuadro 11). La diferenciación de DRB3*0201 de 0202 

(Val/Gly86) requiere de un PCR grupo específico empleando el primer 5' DRBAMP-52 95' 

CCCAGCACGTTTCTTGGAGCT 3') y el primer 3' DRBAMP-B (Cuadro 10) (alineación 

del primer: 60 'C; 1.5 mM MgCl2). 

OLIGOTIPIFICACION DE ~31. 

Sobre la base de las secuencias alélicas de DNA publicadas se ha designado 

una batería de 15 sondas SSO (Cuadro 1 I) las cuales permiten depués de un paso de 

amplificación por PCR la diferenciación de 17 alelos DQB1 (Cuadro 18). La PCR es 

realizada con los primer DQBAMP-A y DQBAMP-B mencionados en el cuadro 10, y las 

sondas de oligos (Cuadro 11) que incluye 12 SSOs (19 nucleótidos) descritos 

anteriormente. La sonda L23 puede añadirse pala discriminar 0401 de 0402. Además 

algunos patrones de hibridización indeterminados (ejem. 0502/0502 de 0502/0504, o 

0603/0603 de 0602/0603, o 0301/0301 de 0301/0303, o 0602/0602 de 0602/0604) pueden 

resolverse con la inclusión de las sondas L26 y D57-3. Un alternativa para la 

oligotipificación de DQ131 el cual resuelve 14 alelos DQB1, se realiza mediante una 

amplificación selectiva con primers específicos 3' (aa 83 a 89) de DQB1*05 + 06 y de los 

alelos DQ131*03, respectivamente. 
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OLIGOTIPIFICACION DE DPI31. 

El polimortismo del locos DPB1 está localizado en el exón del primer 

dominio y consiste en seis regiones hipervariables A (aa 8 a I I), 13 (aa 33 a 3(i), C (aa 55 a 

57), D (aa 65 a 69), E (aa 76) y F (aa 84 a 87). La tipificación de DPB I se realiza mediante 

un PCR locos específico con primer DPBAMP-A y DPBAMP-13 'Cuadro I()) y una 

posterior híbrídización con un set de 16 SSOs (Cuadro II), los cua es cubren la región 

hipervariable A (4 SSOs), 13 (1 SSO), C (4 SSOs), D (4 SSOs), E (1 S0) y F (2 SSOs). 

Dos sondas adicionales (E I y E3) se añaden al grupo para resolver indeterminaciones raras, 

las cuales se ennumeran en la nota de la cuadro 20. Este protocolo de tipificación, el cual se 

ha adaptado para el análisis de haplotipos caucasoides, permite la resolución de los 22 alelos 

DPB1 claramente (Cuadro 20). La identificación de la totalidad de alelos DPB1 (37) puede 

requerir un total de 26 sondas SSO que cubran todas las regiones polirrórficas del exón del 

primer dominio (cuatro sondas en la región A, cinco sondas en la región 13, cinco sondas en 

las región C, seis sondas en la región D, tres sondas en la región E y tres sondas en la región 

F). 
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Lista de Primers 

Cuadro 10. 

( Secuencia 5' - 3' 	) para oligotipificación de DRB/DQBIDPB. 

DR Genérico  DIZPI: CCGGATCCITCGTGTCCCCACAGCACG Condición A 292 1.1) 
DIZP2: TCGCCGCTGCACTGTGAAC; 

DR24312131 DIZ2B1: GTGGCAGCCTA AGAGGGAG 13 259 Uy 
DIZP2: TCGCCGCTGCACTGIGAAG 

D124-131ZB1 DRP4: GAGCAGGITAAACATGA(;.1G A 258 bp 
DIZP2: TCGCC7GCTC;CACI.GTGAAt ; 

DR52-DR131 DIZBAMP-3: CAGGTITCTUGGAGTAC1 C-FAC C 2113 1,11 
DIZ13AN1P-13: CCGCTGCACTGIGAACCICT 

DR3/ 11/6-DR131 DI21)5: GGAGTACTCTACGFCTC;AG A 259 111 
DIZP2: TCGCCC;CTC;CACTGTGAAG 

DQB1 	 DQBAMP-A: CATGIGCTACTI-CACCAACGG 	 13 	214 bp 

DQBAMP-B: CTGGTAGTUGTGTCTGCACAC 
DP131 	 131)13A1v1P-A: GAGAGIGGCGCCTCCGCTCAT 	 13 	327 111) 

DPBAMP-13: GCCGGCCCAAAGCCCTCACTC 

Condiciones para PCR: 

A: 2 m/54 MgC12, dNTPs 200 ii/L1, 95°C 1 min/55°C 0.5 min/72°C 0.5 min, 33 cycles 
13: 	1 mM MgC12, dNTI's 50 ii/V1. 95°C 1 mili /55"C 0.5 min /72-C 0.5 min, 33 cycles 
C: 2 mlvl /v1gC17, dNTrs 200 µAl, 95°C 1 min/63°C 0.5 min/72°C 1 ruin, 33 cycles 
D: 1.5 mM MgC12, dNITs 200 1.1.11, 95°C 1 min/60'C 0.5 min/72°C 0.5 min, 33 cycles 



10 	20 	30 	40 	50 	60 	/0 	80 	91 

OR CONS 	R0FIEOxIKSECHFFNGTERVR7100YFYNOEEvVRFOSOVGEY0AvTEIG0P0AW,Y2K0LLEORRAAvOTYCRHNYUGESFTV1300 

0081.0101 	---r4-1.4 	 1.E-C1 	S 	 
0061.0102 	....W.1-1 	 L•E.C1 	 5 	 AV 	 
0081.0103 	....H.L.F 	 LE-C1 	 S 	 1-.0E 	 
0081.1501 	----54-P.R 	 S 	 r- 	 1. 	A 	 V 	 
00E1.1502 	--.-Id.P.0 	 5 	 
0061.1503 	----9.P.0 	 H 	5 	 F 	 1---A 	 V 	 
01181•1601 	....W.P.R 	 5 	 1--O 	 
00131.1002 	----u-P.0 	 S 	 L.-D 	 
0081.0301 	YST 	 Y 	H 	•N 	 F 	 K-GR-.N 	 V 	 
0R81.0302 	YST 	 E. 	•H 	-N 	 
00E11.0401   .9.4 	 H 	 K 	 
0081.0402 	V.H 	 H 	 1 --0E 	 V 	 
0081.0403 	V.71 	 H 	 E 	 y 	 
0081.0404 	V.H 	 H 	 V 	 
0061.0405 	V.H 	 H 	 S 	 
0081.0406 	V.H 	 H 	S 	 E 	 V 	 
0081.0407 	V.H 	 H 	 E 	 
0081.0408 	V-1( 	 H 	 
0081.0409 	V-H 	 H 	 S 	 K 	 
0R81.0410 H 	 S 	 V- 
0R81•0411 H 	 5 	 E 	 V. 
0081.0412 H 	 5 	 1.-0---1 	 V- 
0081.0701/02 	....W.G.vK 	 Q.-E-1 	 
0081.0801 
0081.0802 
0081.0803 

	YSTG. 	Y 

	YSTG- 	Y 
	1510. -Y 0081.0904 

 
	YSTG. 	y 

S 	F..0. 	.1. 	 

5 	 
F-0- 	1 	 V 	 

0061,0805 	YSTG. 	Y 5 	 F.-O- .-L 	 V 	 
OR81.0901 ---K-Orrf 	 Y-H.G1 	N 	 V..5 	 1 	A. 	.¿ 	-V 
0081'1001 	EV-7 	 L.E-PVH 	A. 	 O 	 
0081.1101 	YST 	 1 	 E 	 1.-0 	 
0081.1107 	YST 	 F E 	 1-0E 	 V 	 
0081.110 	YST 	 E 	 1-.0E 	 Y 	 
0081.1104 	 rST 	 1 	 E 	 1--0 	 y 	 
	 !STG 	 0081'1105 

 
F 	 E 	 Fr-o 	 

0081.1201 	YSTG. 	Y t.8.44-11. 	41 é V.-5 	 1.-O 	 AY 	 
OF81•1202 	1513.-Y L.E.H.N. 	.LL 1 	 V..5 	 1--O 	 AV 	 
0061.1301 	ysT 	 r4---- 44 	 1 	 I-CE 	 V 	 
0081.1302 	 rST 	 1l.. ..H 	 1 	 1--DE 	 
0081.1303 	YST 	 5 	 1--01: 	 
0081.1304 	YST 	 1 	 5 	 1.-06 	 V 	 
0081.1305 	YST 	 H- --.M 	 F 	 1-- O 	 
0081.1306 	YST 	 H- -•-N 	 1 	 1.-O 	 V 	 
0081.1401 	YST 	 H- ---i 	 A 	H 	 R---E 	 V 	 
0081'1402 	YST 	 E ---H- 	N 
0081.1403 	YST 	 E 	H 	N O 	1 	 
0181.!404 	YSTG 	 H 	1 4..H 	 0---E 	 O 	 
0081.1405 .V5T. 	O 9.---F 	 R--.E 	 v. 
0081.1408 	YST 	 E.--li 	N V. 
0081.1407 	 (ST 	 H----1 	 A--II 	 

0093.9101 	 1.51 	 Y 	 H.• 	.11 V••S 	 K.GR 	N 
0063•0201 	LI 	 (-H-H 	 0 	 K.80..4 y 	 
0PE30202 	LL 	 E -H-H 	 A 	 K.G0 	N 
01183•0301 	IL 	 E...H. 	1 	 V 	S 	 K-GO 	N V 	 
06E490101 	A.C. 	- L 	 WN.i. 	1 	• ,N..1.--1) 0---E 	 1----O 	 
00E5.0)01 ....0.0.v 	 9401 	CL 1 	0 	 
01185.,9122 ....0.0-1 	 H-G: 	N 	 1--O 	 
CAE!*1201/02 
. 	- 

-...O.O.V 	 Hxd 	'' I.-.0 	 14 	 

Figura 8. 
Comparación de las secuencias de aminoácidos del primer 
dominio de los alelos de DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5. 
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Lista de SSOs para oligotipificación de HLA clase II. 
Cuadro 11. 
Sondas SSO para tipificación genérica de HLA-DR. 

Oligo sec. 5' - 3' 
	 AA 	Especificidad. 

1.11 TWAAACITA A( ;CIECCAC 9-1.1 DM 
DI 1 CICA- LACTE/O CCTGCTGC 9- 1.I DR2 
N77 TCTGCAGTAGTIGTCCACC 75-80 I )1Z3 
1133 eTeTIGGTGATAGAAGTA-1 e 29-35 1)R4 
E58 CCACUACTCCICATCAGGC 56-61 DIZ I 1 
137 AGCGCAC;GAGC. ICCTCCI G 34-39 DR12 
G11 CTI'ATACITACCGIC;CCAC 9-14 I )R7 
1.74 GTGTCCACCA(.:(.;GCCCGCC 71-77 1)R8 (4- 1403) 
Y26 CTGTGCAGATACCGCACCC /3-29 1)R9 
VII eTeAAACITAACCTCCICC 9-14 DIZIO 
E71 GGCCCGCTCGICITCCAGe; 68-73 DR 13 (1301, 1302, 130-11 

DR1 (0013) 
1)R4 (0402, (4114) 
DR I 1 ( I 102, U3) 

K71 CGGCCCGCTI ( ;1 CTICCAG 68 7.1 DR I 3-11AG (1303) 
1160 GTUCCAGI 	CCGCAGCA 57-62 DR14 (1401, 04, (17) 

N37 AGCGCACGT1 Cl CCA-Ce! 34-39 1)R3 
DIZI 3 (1301, (12, (i1, 06) 
1)R 14 (1402, (13, pt ,) 

D37 GAAGCGCA 	;ACCUCC-1 31-11! 1 112 / 	(.1 112.1k5'1.1 ! 01; 
AV86 GcTCTCCACAGCCCCG l'AG 83-88 1.)122 (1)IZI(5'02) 

DR1 01102) 
DRI2 



Sondas SSO para el análisis 

Cuadro 11 	(Continuación). 
Oligo 	sec. 5' - 3' 

G13 	ACACILCACCC(;1A( ;A( ;TAC' 

de los subtipos de DRB1, DRB3, DRB5. 

AA 	 Especificidad. 

- 14 	118(11-118115, 	1105, 	121)1, 	1202. 	1 10 1 
1130-2 	ATAGAAC;IGICIG I ( -CAGG 27 3' 150 1 
N37 	AGCGCACC;TI.0 I ( .C-1(:C.1( ; 3-1 -39 0101, -((2, 	1301, 	1302, 	1,10';, 	I 106, 	1102, 	1403, 	1.106 
S37 	AGCGCACGGACICCI CTIG 31-3'1 106 
S57 	GCCTA( ;C( ;CCGA( ; FAC1G 56 61 0105, 0109 -0412, 081)1, 080.1, (1805, 1303, 13(11 
1160 	C;TUCCAGTC;CleCi :CA( ;CA 57 - t.2 1401, 	14111, 	14(17 
1:67 	CITCCAGC;AAe; FC:e-T I C- I -e; 61 69 1601, 	1101, 	110.1 -1 	120_1, 	1 311, 

167 	CrUCCAGGATe;TeCTI CUC; 6 1 - 69 0803, 	1102, 	1201, 	13111-1 10 1, 	1101:,0112 
167-2 	ACATCCUGGAA( ;A( "( ;AGC 66-71 01(13, 0102, (1114, 	1102, 	13(11, 	1.102, 	1301 
E71 	C;e;CCCGC1 C(a( -1 TCCAGC; 68-73 (11(13, (1402, 0114, 	1102, 	11(13, 	13(11, 	13(12, 	130 1 
K71 	CGC;CCCGCTIGI ("TI CCAC 68 -73 1303 

QK71 	CGGCCCGCTICI 	CGAC 68-73 0401, 0409, 0413 
QR71 	CC( ;CC;GCCCGC(-I C.TCC I C 69-74 0404, 0405, 0408, 0410 0111 
QR7I -2 CGC;CCCGCCTCTGCTCCAG 68-73 (0 01, 01(12, 040.1-0408, 0110, 0411, 	11112, 	1 106 

R71 	e;GCCCGCCTC.TCT1CCA( ;C; 11(n, 110 1, 1105, 1305, 1306, 0801 	0805, 1103, 0412  
1171-2 	CCGCGGCGCGCCUG-UCTI C 

668:73 97 4  
1601, 1602, 1*135'01111, 0102 

RR7I 	AGCGGAGGCG(;GCC(;AGG 69-74 1401, 1404, 14(15, 1407 (1 )1:13'000I) 
F74 	C;TGICCACC-I C( ;(;(:( "CC( 'C 71- 77 0103, 0106, (111)7, 0411, 	1101, 	1101, 	1.105, 1407 
1.74 	e;"I C; I CCACCA( 	:G( 'CC( ;CC 71 77 0801 	(18(15, 1403, 0412 
V86 	A ACTACGC;GGT1G 1GG AG 81  87 Va186 
G86 	AACTACe;GGGI-IGGI GA( ; 82- 137 (;1186 
A V86 	GCTUI CCACAGCCCCGTAG 83 88 (1102, 	12(11, 	1202 

1)1:115'02 



co 

Tabla 11. 
(Continuación). 
Lista de SSOs para oligotipificación de HLA Clase II. 

Oligo sec. 5' - 3' 	AA 	Especificidad 

Cl CAGACTTACCCACCICC 9-14 1 )1Z111`(l101 
130 ( 	;AA( :1 ( -.TCR-TCCAGGAAC 26-11 1)1:131'0201, (12 

1-:28 ;AM ; 1 Al (1 (....- ICCA(..;(;AAC 2h 	11 1 )1:111.1( x(71 
)1:111•01(1 7,1 102, 1 10.1, I in, 

Sondas SSO para oligotipificación de DQB1. 

123 C;ACCGAGCTI.C.C;TC;(..(;Ca (1101 

1 26 CUL( -1-1 .GTGACCAGATAC 25-30 116/2,0302,031 uk 

V27 (;IGICIGGITACAA(.;ACC.;C 95-30 (1603, obo.i 

1)37 AC;CGCACUI-CCACC7AC.ICC; 34-39 0601 

117 AC;CGei‘CGATCTI (TI (-1( -C 34-39 (12(11 
V38 CC.;A A( ;C(:CACC:TACTCCIC 35-10 ()5111, 	()So.)., 	(1'=.tt_11, 0r,032 

1A5 CCGTACACCUCCACC; 1 (:( ;C •12-•14 0101, 0_50 1 

A49 C(;C:(7( ;ICACT(X:CCG(aAC 47-52 (15111 

[56 (:( ;C;(..1; CAM ;CCGCCCCAG 53-58 (11(11, 	(11(72 

1)57 t;TACI CGC;CATCA(.;(;CCCC 55-60 06112, (1601,050,12 

1)57-2 C;TACTCGGC( ;1•CAC;(.;C(.;( ;C 54-60 0101,0103 

1)57-3 C;GCCX ;CCTGACC:CCG AG 5-1-59 0601, (15(1.11 

S57 GTAC.1 CGC;CGCTACX;CCGC 55-60 05412, 0501 

V57 C l'ACACC;GCAACAGC;CCC;C 55-60 0501, (161)1, (1605 

A57 CACGGCGGCAGGCGGCCCC 54-5' 0302,031)1 



Sondas SSO para oligotipificación de DPB1. 

Tabla 11. 

Oligo Sec. 	5' 	- 3' AA Especificidad. 

Al TCCCTCCA A A AG( 	NITC 7-12 0401, 0102, 0201, 0202, 0801, 1)501, 1601, 1001, 2301, 2-101 

A2 CGTAACIGGTACAC( ;-1"AAT 6-12 1)1(11, 0601, 	1101, 	1301, 2(11)1 

A3 GCCGTCCelt ;GTACAIC.U1 A 7-12 1)1(11, 	1501, 	18111 

A4 GCCGTAACIGGTGCACC ';I"A 7-19  0901, 	11101, 	1-101, 	1701 

111 CGAAGCGC( ;CC ; AM: I CC-I C 33-38 0-101, 24111 
C1 AG' l'ACTCCC ;CA( :CM iC;CCG 53-58 (1101, 	1101, 0101, 	1301, 	1501, 2101 

C2 AGUACICCTCATCM ;C. ;CCG 53-58 04112, 0201,11801, 	11101, 	1601, 	18111 

C3 M.;TACTCCGCCICAGGCCG 53-54 0202,0501, IgnI, 2-101 

Cl CLAC; FACaCCTCATCAC:GC 5-1-59 0301, 0601, 00111, 11W, 17111, 2001 

DI C1"G000(;C- 1-10TCC1-CCAG 66-71 0.101, 0402, 0501, 0101, 0101, 	1.101, 1801, 2001, 2301, 2401 

1)2 clucce-ccrecTcc- t e-cAc; 66-71 0201, 0202 	0801 	06111, 0001, 1001, 1301, 1601, 1701, 1001 
1)3 eGeTtero...7. R.cm (;ActaC 6.1-69 0301, 1401, 2001 

1)-1 (...CFCCAGGAt ;cace-11(Tc 62-b7 0301, 0601, 1101, HM, 1501, nom 

ccAcAcGivreac ;cAcAcA 73-79 0201, 0202, 0-101, 0402, 0501, 0601, 1101, 1501, 1601, 1701, 1801, 1001, 2001, 

2301, 2-101 
F2 CCACAC,GGTAT(;CAGACA 73-79 0101, 0301, 0801, 0001, 10111, 1101 

(;‘, ;AUACX;ATA1( ;CM ;ACA 73-79 1301, 1001 

1'1 ACa, 	CATGGGCCO. ;Cee: A 83-89 (1-1111, 0402, 0201, 0202, 231)1, 2-1(11 

172 AGGGIC AC GGCCFCGF CC A 83-89 (1101, 0301, 0501, 0601, 0801, 110W, 1001, 1101, 1301, 1401, 1601, 1701, 1901, 

2001 



14 Tipificaciones Genl'icas de SSOs-HLA-DR ( DR1 a DR14 ). 

Tabla 12. 
L11 	D11 N77 1133 G 1 1 174 Y26 VII 158 137 171 K71 1160 N37 

111Z1 (0 011, (12) 	+ 	  

1 )R 1 ((1103) 	4 	  1- 

1 )N2tI )N1)5) 

1 1• 	  

DIZ-1 
1)1:1 ((11(12, 14) 

)1Z7 	 1 

1 )1Z8 
DR') 

1)1Z111 
<I mi, 04, 1)5) 

DR11 (1102, 03) 
	

4 
t•.) 	 DR 12 

DIZ13 (1301, 02) 	 4 

1 )1Z13 (131).1) 
I )Ri (1305, 06) 

1)1:1.1 (13(U) 
1)1(-1 (1-101, a), 07) 

1)1211 f. 1-102, (lo) 

D1:1-1 (1-1)13) 



14 Tipificaciones Genéricas de SSOs-HLA-DR ( DR1 a DR14 ). 

Tabla 12. 
LI I DI I N77 1133 G I I L74 Y26 VII E58 L37 E7I K71 1160 N37 

(01111, 02) 	+ 	  
1)1Z) (0101) 

1 )R2 (1 )1•115) 

1   1- 

1 .0:4 

1)1: 1 (1)102, 14) 
1 
I M8 

DR') 
11) 

Din 1 (1101, 04, 05) 
l)R 1 1 (1102, (13) 	 + 

o 
	 1)1Z12 

1/R13 ((301, (12) 
1)1:13 (1301) 	 4 
IR I3 (1309, Oh) 
1 	(13(13) 
1MM (1401, (J4, 07) 

1 -)1t 11 (1402, 01) 

IMU4(140M 
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Figura 9. 
Catorce análisis de tipificación de SSOs-DR genético. 
64 muestras de DNA de donadores voluntarios de médula 
ósea se analizaron por PRC para DR genérico ( primers 
DRP1 y DRP2 ). El DNA amplificado fué analizado por - 
inmunopunto sobre 14 membranas q9 nylon e hibridizadas 
con sondas SSO marcadas con 14[ 
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Cuadro 13. 
Lista de patrones de hibridización con interpretaciones alternativas. 
( Tipificación de DR-genérico con 14 SSOs ). 

SSOs 

L11 

positivos 

+ 	E71 0103/0101,02 	6 03 

H33 + E71 0402/04 

E58 + 571 11/1102,03 

N77 + N37 0301,02/- 

E71 + 	N31 1301,02 ó 	04/- 

L11 + E71 + N37 0101/1301, 	02 

1133 + 	E71 + N37 04/ 	1301, 	02 

E58 + 571 + N37 1101,04/1301, 02 

Interpretación alternativa. 

- 1304/0101, 02 6 03a  

- 1304/04a  

- 11/1304a  

- 0301, 02/1 305, 06 ó 1402, 06b 

1301, 02 ó 04/1305, 06 ó 1402, 06b 

-0103/1305, 06 ó 1402, 06b  

- 0402/1305, 06 ó 1402, 060  

- 1102, 03/1305, 06 ó 1402, 06b  

a Estas ambiguedades pueden ser resueltas hibridando con SSO s57, la cual identifica 
el alelo 1304. 

b  Estas ambiguedades se resuelven hibridando con SSO E28 la cual identifica a los - 
alelos 1402,03,06 y R71 identifica 1305,06. 



Cuadro 14. Oligotipificaci6n para subtipos de DR1. 

L11 E71 AV86 QR71 G86 

PCR 

Genérico 

0101 	 + 

0102 	 + 	_ 	+ 
+ 	+ 

0103 	 + 	+ 	_ 	
_ 



Oligotipificación 	para subtipos de DR2. 

Cuadro 15. 

PCR 	 DRB5*0101 

D11 

+ 

D37 

+ 

AV86 

- 
Genérico 0102 + - - 

0201/02 + - + 

D11 H30-2 D37 F67 R71-2 V86 G86 

PCR 1501 - - - - + - 
Especifico 1502 - - - - - - + 
DRB1 1503 - + - - - + - 

N)  
_, 1601 - - - + + - + 
.12. 1602 - - - - + - + 

PCR 0101 
Especifico 0102 4- 
DRB5 0201/02 

AV86 

- 
_ 
- 



Oligotipificación para subtipos de DR4. 

Cuadro 16. 

S37 S57 	E71 QR71 QK71 E74 GS6 VS6 

0401 
0402 
0403 
0404 
0405 
0.106 
0407 -1. 

0408 + - - + - 

0409 - + - + - 

can 0410 + - - 
- 

0411 - - + - + 
0412 f- - + 
0413 - + - - + 
0.114 - - 



WT51-

YAR-

GEN-

MOS- 

JHAF-

RO- 

0K71 E71 E74 0R71 S37 S57 G86 

411111:1P 

ME. 	 a 

V86 

-0401 

-0402 

-0403 

41111. -0404 

-0406 

-0407 

-0408 

0w4 10 13,KT2 14,15 KT2 15 

Figura 10. 
Oligotipificación para subtipos de DR4. Muestras de DNA de individuos homocigotos 
(WT51, YAR, KT17, JHAF) ó heterocigotos (GEN, MOS, RO ) fueron amplificados con -
los primers DRP,2  DRP2, transferidas a membranas de nylon e hibridizadas con SSOs 
marcadas con 8[ PI para la discriminación de subtipos de DR4. 



Oligotipificación de alelos DRB1 del grupo DR52. 

Cuadro 

0301 
0302 
0103 

17. 

N77 	1558 

+ 	- 
+ 	- 

4 

L37 

- 
- 

1571 

- 
- 

K71 

- 
- 

1160 

- 

L74 N37 

+ 
4- 

+ 

G13 128 

4 

S57 167 

- 

167 167-2 R71 	Q1171-2 R1171 V86 

4 

G86 

4 

100 - I - 

11((2 4 4 4 I 4 

1103 A- - + - - - 4 

1104 4 4 4 

1105 + - + + - 
1201 - + - - - 4 

-, 1202 + - - - 4- + 

N.) 
•-.1 1301 - - y - - 4 

1302 - 4 - - + - 4 4 - 

1303 - 	- + 4 - 1 4 

1301 - - + - 4 4 4 

1305 - - 4-  4 

1306 - - f 4 

UhM - - + - - 

1402 - - - - 4 1 i 

1403 .. - 4 4 - + 

1403 - - 4- - 4  

1.105 - 	- - - - - 

1406 - - - 4- + 1  I 

1407 - - - - + - - 



( Continuación ) .  

Cuadro 1 7 . 

N77 [58 L37 [71 K71 

0801 
(80) 
0803 
0804 
0805 

1160 174 N37 C13 [28 S57 E67 167 	167-2 R71 Q1Z71-2 11.1171 V86 E;86 

4 

Nota= Las siguientes combinaciones presentan patrones de hibridización semejantes 
con las 20 sondas SSO empleadas para la tipificación de alelos ORB1 (0R52). 

= ~3/ 1 202 
OH02/1104 

0804/1302 
1104/1302= 1102/1305 

1104/1407 
1104/1402 
1302/1406 

1302/1401 
1401/1405 
1406/1407 
1401/1405 
1405/1407 

0S01/1201 
0801/1 101  
0802/1301 
1101/1301 
1101/1401 
1101/1406 
1301/1402 
1301/1407 
1401/--
1401/1402 
1401/1404 
1401/1407 



AB 	AB A B A 13 A B A 9 A  9 

1- • e 	o O ea e 	0 o 
2- • e 	 ti> o 	• O 	o 	e 	e • 

3- e • 	 O o O • 	 e O 

4- • 40 	 o 	O 	o 	 a 	e 

5- IlL e 	 e  0 	O 415 	
e I 

6- e I I 0 	S 	 0 4) 	o 

7- e 	• e o 	O e 	 es 	e 

8- • e 	e 	. o 	4 e 	 o 

N37 S57 167-2 E71 R71 V86 G86 

nqura 11, 
011gotipiticación para subtipos de DR13. Se seleccionaron 
voluntarios heterocigotos cuya tipificación genérica era-
:compatible con DR13 (SSOs E71, K71, N37). Las muestras se 
amplificaron con los primers DRBAMP-3 y DRBAMP-B, transfe 
ridas a membranas de nylon, e hibridizadas con 7 sondas -
marcadas con DIG. Las tipificaciones de las células son:-
A1: DRB1*0401/1301; A2: 1101/1301; A3: 04/1 302; A4: 1601/ 
1305; AS: 07/1 301; A6:1001/ 1304; A7:07/ 1302; A8: 1302 / 
1301; B1: 0404/1301; B2: 1501/1302; B3: 1501/1302; B4 07/ 
1301; B5: 07/1301; B6: 0301/1303; B7: 07/1304; B8: 1501/-
1302. 
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Figura 12. 
Ejemplo de oligotipificación de DRB3. Las muestras de 
DNA fueron amplificadas con los primer DRP1 y DRP2 --
(tipificación genérica de DR), transferidas paralela-
mente en filtros e hibridizadas con las sondas SSO R11 
(52a), H30 (52b) y E28 (52c), marcadas con DIG. 
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Cuadro 18. 
Oligotipificación 

123 	L26 	V27 

para alelos 

1337 	137 	V38 

DQB1. 

E45 	A49 1.56 	1)57 1)57-2 	1)57-3 	S57 	V57 

(1501 
0502 4 

115(131 
051132 
0504 
(1601 
(1' 4)2 4- 

01)111 

(1601 

0605 
0201 
0301 4- 

0302 
03031 / 32  
olh4 
0.101 4 

0402 

A57 



Cuadro 19. 
Asociaciones Alternativas de DRB1-DQB1 

DRB1*0103 
DR131*0401 / 0-103 
DIZB1*07 
M131110-1 
M311301 
DIZB1`1302 
DRB1*1501 

DQB1`0501 or 0301 
DQB1*0301 or 0302 
DQB1*0201 or 0303 
DQBl`0301 or 0603 or 0501 
DQB1*0603 or 0301 
DQB1-*0604 or 0605 
DQB1`0602 or 0502 or 0603 
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OLIGOTIPIFICACION PARA 22 ALELOS DE DPB1. 

Cuadro 

0401 
0101  
0201 

0202 

20. 

Al 

+ 
+ 
+ 
-I 

A2 A3 A4 131 

+ 

Cl 

+ 
- 

- 

C2 

- 
i 
f 

- 

C3 

4 

C4 DI 

f 

i 

1)2 

+ 
+ 

1)3 D4 E2 Fl 

1 

t 

i 
_ 

0101 + + - 4 - - +- 

0301 - + - 4 -t + + + 4 
0501 + - 4 - + - - _ 4 
0h01 - + _ 4 4 + + 
0801 4 - + - 4 4 + 
0001 + - + + 4 4- 
1 00 1 _ + - + - + - + f 
1 10 1 
1301 -4 4 - + - 
1401 - + - + _ 4 
1501 + 4 - _ - f 

I801 + 
I701 + + 
18(0 4 
1 ,101 

1 

2001 - t 1 i - f 4 + 
2301 
240I + + + + 

NOTA:SSO El es empleado para resolver las siguientes combinaciones ambiguas 
0101/0901 ó 1701, 0301/0901 ó 1701, 
1001/0901 ó 1707, 0301/0101 ó 1501. 
SSO E3 es empleado para resolver la combinación: 
0201/0501 de 0402/1901. 



OLIGOTIPIFICACION PARA 22 ALELOS DE DPB1. 

Cuadro 

0-101 
0102 
021)1 
(1202 

20. 

Al 

+ 
-e- 
+ 
+ 

A2 

- 
- 
- 
- 

A3 

— 
- 
- 
- 

A4 	131 

— 	4- 

- 	- 
_ 	- 

- 

C1 

+ 
- 
- 
- 

C2 	C3 

— 
4 	- 
+ 	- 
- 	1 

C4 

— 
- 
- 

1)1 

t 
i 
- 

1)2 

— 
- 
4 
+ 

D3 

— 
- 
- 
- 

1)-1 

— 

- 
- 

1'2 

— 

- 
- 

1:1 

1 

1:2 

0 1 0 1 - - 
+ - + - 	 - - -4 

- - - 4 4- 

(1301 - + - - 	- - - 	- 4-  4 — + 4- + — + 0501 + - - - 	- - - + - - 4 
(H)01 - + - - 	- - - + - + - i- - - 4 0801 -e — — — 	— — + 	— — — e e + 

—.. 
(Hf i I _ — ..i. 	— — — 	— + — i — — -1-  — 4- 

W I1)01 - - - + 	— — + 	— — i -- — + -e- Le-f 1101 4- — — 
1301 — + — — 	— t — 	— _ _ - - f 
1-11)1 — — e- 	— + 
1501 - + - 	- 
11,01 - - 4 
I701 _ e 
1801 
1'.(01 
2001 e 
23)11 + — - - 	— + — 1 — 
2.101 + - - - f 1 

NOTA:SSO El es empleado para resolver las siguientes combinaciones ambiguas 
0101/0901 6 1701, 0301/0901 6 1701, 
1001/0901 6 1707, 0301/0101 6 1501. 
SSO E3 es empleado para resolver la combinación: 
0201/0501 de 0402/1901. 
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Figura 13. 
Oligotípíficación para alelos DPB1, 24 muestras deDNA fueron- 
amplificadas con los primers DRPAMP-A y DPBAMP-B, transferí - 
dos a 16 filtros e hibridízadas con sondas SSOs radioactivas. 
La tipificación obtenida a través de un programa de computado 
ra es la siguiente: Al: 0101/0401; A2: 0201/1001; A3: 0401/-, 
A4: 0201/2301; A5: 0301/- : A6: 0101/0401; A7:0202/0401; A8:-
0401 /1 001; 131: 0401/1301; B2: 0201/1601; B3: 0201/0401; 
0101/1001; B5: 0401/-: B6: 0201/2301; B7: 0101/0201: B8: 0201 
/1001; Cl: 0401/-: C2: 0301/0401; C3: 0301 /1 401; C4: 0101/0201 
C5: 0301/0901; C6: 0401/1001; C7: 0201/0401; C8: 0202/0961. 
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8.8 TIPIFICACION DE LILA-DR POR AMPLIFICACION POR REACI1ON 

EN CADENA DE LA POLIMERASA CON PRIMERS SECUENCIA 

ESPECIFICA (SSP). 

INTRODUCCION: 

La variación alélica ha sido tradicionalmente determinada fenotípicamente, 

pero actualmente es más seguro investigada mediante técnicas de biología molecular, 

tanto indirectamente por medio del análisis del polimorfismo en la longitud de los 

fragmentos de restricción (RFLP) o directamente mediante las técnicas basadas en la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

En la determinación del polimorfismo alaco por amplificación por PCR 

con primers secuencia específica (PCR-SSP), 	los primers (iniciadores) de 

oligonucleátidos son diseñados para obtener la amplificación de alelos específicos o 

grupos de alelos. El método de tipificación está basado en el principio de que un primer 

que es perfectamente complementario es más eficiente cuando se emplea en una reacción 

de PCR que cuando se emplean primers con una o varias diferencias en la secuencia 

complementaria del primer, especialmente durante los primeros ciclos que son críticos 

(Figura 14). La especificidad del sistema de tipificación es parte de la POR, la cual reduce 

la postamplificacián de las muestras procesadas. La asignación de los alelos está basada en 

la presencia o ausencia del producto amplificado, el cual se detecta mediante una 

electroforesis en gel de agarosa y fluorescencia. 
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La amplificaci(n PCR. alelo-especifica es capaz de distinguir entre dos 

alelos - "silvestre" y "mutante" - , esta técnica rue inicialmente descrita para el 

diagnóstico de la anemia de células falciformes, deficiencia de ce, antitripsina y fibrosis 

cística. En los últimos años, el sistema se ha introducido para la tipificación (le LILA clase 

II, por Olerup y col. para subtipos de DRB1*01, para la identificación de los alelos DRI31 

subgrupos de DRw53 (DRB1*0401-DRB1*0411, DRB1* 07 Y DRB1*0901 y tipificación 

PCR-SSP para DR de "baja resolución" (p.ejem. identificación de la variabilidad alélica 

correspondiente a las series definidas serológicamente DR1-DR18) y para otras 

asignaciones de los muchos aleles de DRB1, para subtipos de DR133 y para tipificación 

de DR1-DR18 empleando dos rutinas de amplificación por PCR. 

METODOS. 

PRIMERS PARA AMPLIFICACION: 

Las secuencias, localización y especificidades de los aleles y grupos de 

primers específicos empleados para la tipificación PCR-SSP de DR de "baja resolución", 

p.ejem. asignación de la variabilidad alélica correspondiente a SRI -DRw18, así como 

también las superespecificidades DRw52, DRw53 y DRw51, subtipos de DR4 y DR1 se 

ennumeran en las tablas 21 a 23. 

Cada reacción de PCR incluyen pares de primers que amplifican el tercer 

intrón de los genes I)RB I. Estos (los primers son complementarias a secuencias no alélicas 

y funcionan corno un control positivo interno de amplificación. El primer-5' C5 Y  TGC 

CAA GTG GAG CAC CCA A'' (complementario a los codones 173 a 179 en el extremo 
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3' del exora 3) y el primer - 3' GCA 	'ftT GTG CAG AT' (complementario a 

los codones 19:3 a 200 en el extremo 5' de! exon 4) los cuales producen un fragriento de 

7% pb (pares de bases). La concentración de los primers control C3 y CS se mantienen en 

una concentración 5 veces menor que los primes alelo- y grupo-específicos para 

incrementar la expeciticidad y reducir los falsos negativos debido a un reacción de 

competencia. La aparición de productos amplificados alelo o grupo-específicos pueden 

estar acompañados por una eficiencia (le amplificación reducida de el par de primers 

control. 

Es importante que los primers que van a ser empleados en la tipificación 

PCR-SSP se purifiquen por cromatograti a líquida de alta presión (11PLC) para disminuir 

los amplificados que pueden causar fillso s positivos o falsos negativos. Es recomendable 

también que los primers sean probados con un panel de DNAs representativos. 1 nM de 

un primer puede ser suficiente para 10,000 tipificaciones (si la reacción se realiza en un 

volumen final de 13 Id ). 

MEZCLAS DE PRIMERS. 

Preparar la mezcla de primers, que contiene todos los componentes para la 

reacción de PCR, excepto la Taq politnerasa y DNA, conservada en alícuotas de 1 ml, la 

cual es suficiente para 100 tipificaciones. Esta mezcla puede ser almacenada por meses a -

20 "C , evitando la descongelación repetida. Durante las tipificaciones la mezcla debe 

mantenerse a 4 "C. Es recomendable que cada lote de mezcla sea probado con controles 

de DNAs (dos positivos y dos negativos). 
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Composición de la mezcla de primers. 

. Buffer PCR 10X, 1201il (500 mM KC1/100 mM Tris-I1C1, pi] -8.3/15 niki MgCl2/ 

0.01% p/v gelatina). 

2. dATP, dCRP, dGTP y dTTP (10 mM) 26 pI de cada uno. 

3. Primers alelo- y grupo específicos, 1 1.1.M. 

4. Primer control C3 y C5, 0,2 

5. Agua destilada autoclaveada cbp 1 ml. 

Una mezcla de primers de 1 ml es suficiente para 100 reacciones de PCR. de 

13 pil,'p.ejetn. para un volumen final de 1.3 ml. Las concentraciones de los primers alelo- y 

grupo-específicos y los primers control deben ser 1 y 0.2 pM del volumen final de la 

mezcla de reacción. 

Mezcla de primers para tipificacion PCR-SSP para DR de "baja resolución". 

Se emplean 21 mezclas de primers: 17 para la asignación de DRI-DRwl 8 y 

3 para la identificación de los grupos de alelos DRB3, DRB4 y DRBS (Cuadro 21). La 

última mezcla de primers sirve como un control negativo y contiene solamente el par de 

primers control. La mayor parte de mezclas de primers contienen un primer 5' un primer 

3', y algunos pocos contienen 3-4 primers. Todos excepto 2 (marcados por "*" en el 

cuadro) de las 17 mezclas de priffiers se emplean en la identificación de DR1-DRw18, 

amplifican solamente los alelos de las especificidades definidas serológicamente. 
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Mezclas de primers para la sulnipificación de DR4. 

Son necesarias ocho mezclas de primers para la identificación de las 11 

especificidades de los alelos de DR4 (DRB1*0401 - DR131*0411). Todos contienen el 

mismo primer 5' pero diferentes primer 3' (Cuadro 22). 

Mezcla de primers para la sulnipif icación de DR1. 

Para la subtipificación de DR1 (DR131*0101 - DRB1*0103) se emplean 

cuatro mezclas de primers. Todos contienen el mismo primer 5' pero diferentes primers 3' 

(Tabla 3). 

Mezclas de reacción. 

La reacción de amplificación se simplifica enormemente debido a que las 

mezclas de reacción se preparan con anterioridad. Todos los componentes se pipetean a 

temperatura ambiente. Agregar los componentes para la reacción de amplificación en el 

siguiente orden: 

1. 10 de mezcla de primers, mezclar la solución en un Vortex. 

2. 2 pl de DNA, 50 ng/ mi. Emplear el DNA disuelto en agua (no disolver el DNA en 

buffer TE ya que el EDTA inhibe la Taq polimerasa). 

3. 0.5 U de AmpliTaq (Perkin-Elmer Cetus Corporation) en 1 pl de solución (diluir la 

enzima 1:10 en buffer para PCR 1 X. 

Colocar todos los componentes de reacción en el fondo de un tubo 

para PCR. Cambiar la punta de la pipeta al adicionar cada componente. No es necesario 
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mezclar los componentes de la reacción. Cuando se emplea el sistema termociclador para 

PCR Gene-Amp 9600 (Perkín Elmer Cetus Corporation), no es necesario colocar aceite 

mineral. 

Parámetros para los ciclos de PCR. 

Se emplean los mismos parámetros para todas las reacciones de tipificación 

PCR-SSP para tipificación de DR de "baja resolución", subtipos de DR4 y D'II. 

La amplificación convencional se realiza por 30 ciclos a las siguientes 

temperaturas : desnaturalización a 94 "C por 20 seg, alineación a 65 "C por 50 seg. y 

extensión a 72 "C por 20 seg. Para DNA extraído por métodos rápidos se emplean 32 

ciclos: desnaturalización a 94 °C por 20 seg. y un paso combinado de alineación y 

extensión a 65 °C por 60 seg. 

No se requieren pasos de desnaturalización o de extensión final. 

El sistema para la tipificación de DR PCR-SSP se ha desarrollado para la 

segunda generación de termocicladores. Las principales v'ntajas de estos termocicladores 

son: tienen un bajo gradiente de calentamiento en la placa térmica, requieren bajos 

volumenes de reacción, son más rápidos, más seguros y no es necesario el empleo de 

aceite mineral. Los termocicladores antiguos pueden usarse si no existe un gradiente de 

temperatura mayor de 1 °C en la placa de calentamiento, incrementando el volumen de 

reacción a 25 µI, utilizar aceite mineral sobre la preparación, se prefiere el empleo de 

tubos de reacción de pared delgada, los pasos de los ciclos de la PCR deben en la mayor 

parte de los casos extenderse, y la temperatura de alineación debe incrementarse de l" a 

2°C. 
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17.sualizaciiiii de los amplificados mediwile e/ectroforesis en ge, de agarosa. 

La ausencia o presencia de productos de PCR son visualizados por 

electroforesis en gel de agarosa. 

I Preparar un gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TI3E 0.5 X (8) mM Tris base/89 mM 

de ácido bórico/2 niki de EDTA, p1-1,- 8.0): 

• Disolver la agarosa por calentamiento. Enfriar a 60 )̀C. Agregar bromuro de etidio (0.5 

ptg/m1 de solución de gel). 

• Vaciar la agarosa sobre el molde para el gel, formando una capa de aproximadamente 4 

mm de grosor y pozos de 3 mm. Dejar gelificar por un periodo de 10 a 20 min. 

2. Los productos de amplificación se colocan en el gel después de la adición de 2.5 ul de 

buffer de carga (30% v/v glicerol, teñido con con azul de bromofenol y xylen-cyanol) a 

cada tubo de PCR. 

3. Correr los geles en buffer TBE (sin recirculación de butTer), los minigeles (8.5 X. 10 

cm) por 10 a 15 min a 15 V/ cm; los geles grandes (20 X 20 cm) por 25 a 30 minutos 

de 7 a 8 V/ cm. 

Examinar los geleS en un transiluminador con luz ultravioleta (UY) y fotografiar. 

RESULTADOS ESPERADOS. 

No se han encontrado falsos positivos ni falsos negativos con ésta técnica. 

La frecuencia de fallas técnicas es baja, aproximadamente del 1%. La conconrdancia entre 

la tipificación por PCR-SSP para DR "de baja resolución" y el análisis por RFLP con 

Taq 1 para DRB-DQA-DQB es del 100% en 30 lineas celulares y en individuos. La 
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concordancia entre las subtipiticaciones de DR1 y DR4 empleando la técnica de PCR-SSP 

o una amplificación por PCR. grupo específica seguida por hibridización con sondas de 

oligonucleótidos secuencia específica (.....;0) es también 100%. 

Tipificación por PCR-SSP para DR de "baja resolución ". 

Este método es capaz de distinguir la variabilidad alélica correspondiente a 

las especificidades definidas serológicamente DR1-DRw18, con una mezcla de primers 

para cada especificidad serológica, excepto para DRw13 y DRw14. Debido a que el grupo 

de DRw6 muestra secuencias diferentes dentro de los alelos DR131, deben emplearse dos 

mezclas de primers para DRw13 y DRw14. Todas las mezclas de primers amplifican 

solamente alelos pertenecientes a la misma especificidad serológica, excepto las mezclas 

de primers 18* y 14.2 * (Cuadro 21). Como puede observarse en el Cuadro 21, el alelo 

raro DRB1*1305 no puede distinguirse de los alelos DRBI*1402 y DRB1*1403 per el 

grupo de mezclas de primers empleados. 

El DNA de individuos homocigotos amplifica solamente en una de las 17 

reacciones de PCR (DR 1-Dlt.w18), a excepción de DR3 y algunos DR6. El DNA de 

individuos DRw17 positivos puede amplificar con las mezclas de primers 3 y 17, mientras 

que una muestra de DNA de un individuo DRw18 puede amplificarse con las mezclas de 

primers 3 y 18. Una muestra DRB1*1302 puede ser amplificada por la mezcla de primers 

18* y 13,1. El hecho de que el alelo DRB I*1302 se amplifique con la mezcla de primers 

18*, mientras que DRB1*1301 no, permite la diferenciación de éstas dos especificidades 

La inclusión de mezclas de primers 52, 53 y 51 (Cuadro 21), amplifica los 

alelos DRB3, DRB4 y DRB5, respectivamente, en el grupo de recciones de PCR 

realizadas para tipificación de DR de "baja resolución" da un control adicional sobre la 
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especificidad tipificada. DNA de individuos positivos para DRw I I , DRw12, Dilw 13, 

DRw4, DRwI7, DRw18 pueden amplificarse empleando la mezcla de primers 52. El DNA 

de individuos DRw8 que reaccionan con el antisuero DRw52, no son amplificados por la 

mezcla de primers 52, ya que el haplotipo DRw8 no lleva el gen DRB3. La mezcla 53 

puede producir productos de amplificación en todos los individuo:, DR4, DR7, y DR9, ya 

que expresan el gen DRB4. Finalmente el DNA (le individuos DRw15 y DRw16 se 

amplifica mediante la mezcla 51. Todas las especificidades de DR 'xcepto DR1, DRw8 y 

DRw10 se amplifican mediante una de las mezclas de primers 51, 	o 53. 

Todas las posibles combinaciones heterocigotas para DR1 a DRs,v18 deben 

producir un patrón de amplificación único, fácilmente distinguible uno de otro y además 

mostrar patrones de amplificación de homocigotos. La excepción es para los alelos 

DRB1* 1305, DRB I *1402 y DR1*1403 que tienen patrones de amplificación idénticos. 

Una mezcla de primers específicos DRB1*1305 permite la asignación de todas las 

combinaciones homo- y hetero-cigotas, sin embargo una persona homocigota para 1305 

es indistinguible de individuos heterocigotos a 1305/1402-1403. 

Ya que la asignación es realizada por la presencia de un producto de 

amplificación en el sistema de tipificación PCR-SSP, deben incluirse un par de primers no 

alélicos como control positivo en cada reacción y es esencial para la identificación de 

individuos homocigotos para DR. La ausencia de amplificación alelo específica en 

presencia de amplificación del par de primers control, demuestra que el proceso 

enzimático está funcionando correctamente, validando la asignación de homocigosidad. 
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Subtipificación de DIU 

Individuos heterocigotos DIU 

Los 11 alelos reconocidos (DRB 1*0401 a DRB1*04 I I) reconocidos en 

1991 producen productos de amplificación únicos en individuos beterocigotos para DR 

cuando se emplean las mezclas de primers 4:01 a 4:08 (Cuadros 22 a 24 ). Los patrones 

producidos son fácilmente distinguibles. 

Individuos honsocigotos para DR4. 

En individuos homocigotos para DR4 solamente 27 de las 66 

combinaciones posibles para horno y -heterocigotos son únicas cuando se emplean las 8 

mezclas de primer para DR4 (4:01 a 4:08) (Cuadro 25). Las combinaciones homo- y 

heterocigotas más frecuentemente encontradas DIt131*04 muestran los patrones de 

amplificación DRB1*0401/DRB1*040 I y DRB1*0401/DRB1*0408 (Cuadro 25). 

De las 39 combinaciones DRB1*04 que muestran los patrones de 

amplificación, 24 pueden ser diferenciados mediante el uso de 3 primers 3' adicionales 

(Cuadro 25). Las restantes 15 combinaciones DRB1*04 no pueden ser separadas aún 

cuando 11 reacciones DR4 pueden realizarse en forma individual, con primers 

complementarios a la región alélica variable del segundo exón. Para diferenciar las 

combinaciones restantes de DRB1*04 deben determinarse las localizaciones cis y trans de 

tres regiones polimórficas, lo cual puede acompañarse de un segundo tratamiento 

asimétrico sobre los productos amplificados por PCR empleando las mezclas de primer 

4:07 ó 4:08 (Cuadro 25). 
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Subtipificación de DIU. 

Para la tipificación de individuos DR1 son necesarias cuatro mezclas de 

primers 1:01 - 1:04 (Cuadro 23) para distinguir individuos heterocigotos y hornocigotos, 

sin embargo para la tipificación de individuos homocigotos puede prescindirse de las 

mezclas 1:01 y 1:03. 

CONSIDERACIONES: 

La calidad y la pureza de los primers para la PCR y la seguridad del 

termociclador son los factores más importantes para la realización adecuada de la 

tipificación por PCR-SSP. Se recomienda purificar los primers mediante cromatografia 

líquida de alta presión (1-1PLC) y que exista un gradiente de temperatura menor de 1 °C en 

el la placa de calentamiento de termociclador, para obtener resultados reproducibles. 

La cantidad y calidad del DNA también es importante en los resultados. 

Cantidades menores de 50 ng de DNA en una mezcla de reacción de 13 111 puede producir 

amplificaciones inespecíficas. Cuando no se emplea un DNA de una pureza adecuada, 

p.ejem. en muestras que han sufrido calentamiento o lisis de leucocitos es frecuente que 

falle la amplificación y se incremente la posibilidad de amplificaciones falsas positivas. 

La temperatura de alineación es crítica. La mayor parte de las mezclas de 

primers empleadas para la tipificación de DR de "baja resolución", DR4 y DR1 pueden 

tolerar una variación en la temperatura hasta de 2 °C. Sin embargo el rango de 

temperatura de varias mezclas de primers puede sobreponerse, por lo que la temperatura 

de alineación debe mantenerse dentro de un rango de :1- 5 °C. Una temperatura de 
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ídl nación menor puede resultar en amplificaciones falsas positivas, mientras que una 

te-mperatura de alineación mayor puede conducir a la obtención de resultados falsos 

negativos. 

VENTAJAS DEL METODO: 

Esta metodología comparada con otras técnicas empleadas para la 

típilicación de FILA clase 11 como PCR-SSO, inmunopunto reverso, PCR-RELP, 

ecuenciación directa, PCR "fingerprints" y polimorfismo conformacional de cadena 

sencilla, ofrece varias ventajas como son: 

La técnica tiene un alto grado de resolución. Cada reacción de PCR, p. ejem. cada par 

de primers define dos sitios polimórficos cercanos en posición -cis, lo cual facilita la 

tipificación de individuos heterocigotos y en muchos casos pueden proporcionar mayor 

información que, por ejemplo, una amplificación genérica de DRI3 seguida de una 

hibridización con SSO. 

2. Las tipificaciones por PCR-SSP son muy fáciles de interpretar en individuos 

heterocigotos para DR. 

3. La eficiencia de la Taq polimerasa para la extensión empleando primers 

complementarios en su totalidad, es una reacción química más precisa que la 

hibridización con SSOs, las cuales dependen solamente de las condiciones astringentes 

empleadas. 

4, La especificidad de la técnica PCR-SSP es parte de la reación de la PCR, donde el 

análisis posterior a la amplificación es muy rápido y simple comparado con otras 

tipificaciones basadas en la PCR, donde debe realizarse un paso de gran especificidad 

posterior a la PCR. El método PCR-SSP puede automatizarse, especialmente si el paso 
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de detección en el gel de agarosa es reemplazado por un sistema de lectura basado en 

fluorescencia. 

5. La técnica no es costosa y no requiere de un trabajo intenso. El costo de la tipificación 

de un individuo es independiente del número de individuos anal zados simultáneamente. 
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Cu1. 
secuenadro  c2ias de nucleótidos, Localización y Especificidades de los Primers 
la Tipificación PCR-SSP para DR de " Baja Resolución " 

empleados en 

Mezcla Primer 
Primers 	5' Secuencia 

Loc. Primer 
3' Codones Secuencia 

Loc. Tamano Espp 
Codones PCR  cífi 

Produc- cidad. 
1 5•01 5  TI< 3C.C.CAGC3TAAGTITGAAT I  13 15 33117 5.( - 1•( :( A( --f-GTGAA( ;("1-(711 86 92 1'35 1)1211111111 - 

331 tti 5 ( 	it.l - ACI(.1(;AA(.1 -1( 1)1:W*0103 
15 5332 at a a •AGCCTAM ;AG I.  713 3.01 5  ( ( 	(t.( '("1(:("1(  	( 	At .C.A•1 b772 197 1 )1<lir 1501- 

1 )1:111•1502 

16 5312 5ICCTGTGC.CAGCCTA AGAG 7-13 3'(32 S  AGGW;ICCACCGCC,GC(i v  727t3 213 1)1:131•1hol 

3 5113 5.TACTECCATAACCACGAGGAC,A3' 30-37 31)3 57t 	A(:TACITGTCCACCCG3.  CG 7-1 50 151 1)RIJI•03o)- 
1)1:111•031)2 

17 51)6 5.C; A CGC A CMCGTGCCGTA 3.  20-26 3140i 5 C131UACTGTGAAGC1 CTCCA 3  217 1)1:131'0-301 

18.2  51)3 5.fACITCCATAACCAGGAGGAGA 30-37 3'017 5421 ;L At:UGIGAAGC1 c IcAC I.  8t) 1 v' 1M:131'0.302, 
1 )R131"1.302, 
1)1:131•1305, 
1)1(111*1-102, 
1)1:151'1403 

4 51)4 5  GrfrerrGC, ACCAC,GTTA A ACA3  t)-13 3'047 5.C11- 1CACIGTGAACCTUFCACY  St) 2t,i1 1)1:131'0101- 
3111s 5 (.1(.:CACKaGAmit -R -WCA' ht›92 2t,0 1)1:151•11-111 

7 53)7 ''(. C1 G F(c;cAccG1 A AG1 ATA1  7.11 3.1)79 S  t..<:( 	 I( 1 ( ;CACAU'  7ti h 2P 1)I:M*0701-- 
1 )1:151•i)7412 

8 53)8 5  A GTA CTCTACCCGTG A GTG173.  9-16 3315 5  1 CCA( 	AGGI-c :13 CACCAc 21-1 1 -)1:111•wi01- 
)1:131•01-iii--1 



Cuadro 21. 
( continuación ) 
Secuencia de nucleótidos, Localización y Especificidades de los Primers empleados 
para tipificación por PCR-SSP para DR de "Baja Resolución". 

Mezcla 
Primers 

Primer 
5' Secuencia 

Loc.. 
codones 

Primer 	 Loc 
Secuencia 

3' 	 codones 

Tamaño 	Espe- 
PCR 	cifi-
produc cidad. 

9 ti"t 19 5( ;TrIX.-1-1(:.-1 A( a. 	;( ;ATAA(;11-1''- 1)-13 -3'079 '•( 	:1 A( ;11( ;1('.1( •1( 	71(.• 78 SI 2 (t, 1 >l<111•0901 
It) 5'10 5 (..-(;CTI -(;(.- 1(;(;AAAC;ACC;C(..;1  95-3! 3'017 't W.CACI(.1("..AAtalui'um Su. 92 201 1ft:111'1001 
11 5'05 5 GTITC1-11_;(;AGIACR TAC-Cite-1.  3 3'0o 5 (1( a.:(.1( i'llUCA(.1 ACK C1 58 ol 17o 1 9:111-1101 	-

111:111•1101 
12 5'08 5.AC;TACICIAC(;(;(;1GAG1(;11'r it-16 3'08 5 CACI(aGAM a - 1(21CLACACI  85-91 218 1)1:111'1201 - 

1 )1Z1(1•1202 
13.1 5'03 5  TACITCCATA ACCAt ;GAGGAGA r  3(1-37 310 "Cc:Ct.:LUC( ;-1(11t -CACGA1 1  1,7-7.1 110 1 	t1;151"1 	VII 

1 )1;11I' 1102. 
13.2 5'05 '(.;11-1C-1-11.;GAGUA(.1CFACC.1.CY  6-13 3'015 5.1(...1-1c:CACTAL1LCt it, -( :CV 57-ta 171 1 H:111•1101 - 

1 )1111'1 	10-1 
14.1 5'05 5  e-a-n-(1T( a ;AGTACICTACC.1-Cr h-13 311 51( -"LGCAATA( a ;-1 ( at. -CACC1 3  7-! 80 221 Im:uriall, 

5'08 5  AGIACTCTACC;(;(;1GA(.;TC.11-).  9-Ib 215 1 W1(1 - 1101, 
1 )1:111•1105 

14.2'2  5'03 5  TACTICCATA ACCAl. ;( ;AG(. ;AGAr  30-37 312 5 11C AUL( ;CC( ;tUU.( ;(.-( 'I  71 7o 140 1/1;111'1 	105, 

1 W131"1-102, 
1)1:111'1101 

52 5'52.1 511T(71-1-GGAGC1ECt o-13 31 1 S C1(;11(VACCAL 1('(;( ;(2( 57ol 171 1 Wit1'01411 	- 
5.(.;'IT1111T(..;Gi11(;C11.:(.1TAACW:v  h-13 3'14 6 (:( 	ft:lit:CA( ;I At 	1( (,(;(.'A 57 bl 17.1 141111•(11o1 



Cuadro 21. 
( Continuación ) 
Secuencia de nucleótidos, Localización y Especificidades de los Primers empleados 
para tipificación por PCR-SSP para DR de "Baja Resolución". 

Mezcla Primer 
primers 	5' Secuencia 

Loc. 	Primer 	 Loc. Tamaño Especi-

codones 	3' 	 Secuencia codonesProduc 
PCR 	dad 

. dd. 

53 5'53 5 (;AGC.GAtaGIEGAACC. IGA I  22 28 3'018 st .1( a 'AL 1L.1( ;AA( it 	1C -It -CA' 86 92 211 PU111'01111 

51 5.51 5 GFFIC11(7.(2AUCACC.A1AAGIA1  6 13 3'01 si t 	(;C ( .t 't 	It ;(. 	1« 	At :( -.A 1 ' 67 72 -‘11t; 1 	,1(115 • (i 61 1 

3'16 5 (( (;(21.;( a:( i«;«.1(.1C I ' 69 75 21., 111.11-;"0202 

La mayor parte de las mezclas de primers contienen un primer 5' y uno 3', algunos -
contienen 3 a 4 primers. Las mezclas de primers se han denominado posteriormente a-
la definición de la especificidad serológica de los amplificados. 

Todas las mezclas de primers amplifican los alelos de la misma especificidad seroló 
gica, excepto las mezclas de primers 18* y 14.2 *, las cuales están indicadas por -
un "*". 

1 

2 



Cuadro 22. 
Secuencia de Nucleótidos, Localización y especificidades de los Pares de Primers 
empleados en la subtipificación de DR4 por la Técnica de PCR-SSP. 

Mezcla 	Primer 
Primers 	 Secuencia 

Loc. 
codones 

Primer 
3' 	Secuencia 

Tawario 
Loc. 

codones 
PCR 
produc. 

Especi 
fici- 
dad. 

4:))) 5'04 GITICITCG 	;CAGGITA A ACA 6-13 3'041 `t:1( CA(( 	,t t t ( ,t I 71 76 2)? 1)1:131 -iiml 

1)1,131"IIII)), 

iwuroh 
4:1)2 5'))-) 5  cm- R -11( :GA( ;CAGGITA A ACA-Y  6 13 3.012 5 ((;((;CUL(1.( - 1( -(.1(1' 6') 71 )1:131"111()1  

4:U3 5'I)4 Gmui IGGAGCAGGITAAACAv 0-13 T013 S 	( ;CA( ; 	 ( 	• At 71 Mi !II:111'0101, 
1 )1.:Iil'0106, 
1 )1:111'u/107, 
1 	)1111•Di1 

4:04 5'04 5 t: !TIC 1.1 	;CAC.G1TAAACA 6 13 3'014 s e.  'Lit:AC.4.V :ti 	; ULLA( « 71 	Sí) 1 	j1:151'ili:)1, 
1 )11i1'0111), 
1)1:H1'031)1. 
1)1:151'1111)5, 
1 )U111'011H, 
1 W131'1)109, 
1 	)1'131'111111 

4:05 5'04 sGTITCTI-GGAGCAt;CaTAAACAs 613 3'0-15 1 	ITCLAC ; 1 A( 1( ( ;CC( ;( 1 57 63 171 1 0Z111•01(15, 
1 	0:111 •i)1t),;, 
1 	)1:131"(111{), 
D1:81'0111 

4:i)6 5'04 5  Grri-CiTGGACCAG( ';ITAAACA 6-13 3'016 < ..C1G-1( ( ;AA( 37 -11 I 	I 	I I 



Cuadro 22 
( Continuación ). 
Secuencia de nucleótidos, Localización y Especificidades de los Pares de Primers 
empleados en la subtipificación de DR4 por la Técnica de PCR-SSP. 

Mezcla Primer 	 Tamalío Especi 
Primers 5' 	 Secuencia 	Loc. Primer 	 Loc. PCR. fici- 

codones 	3' 	Secuencia 	codones produc.dad. 

	

4.07 	5"0.1 	5.GTITCI-ICGAt ;CM a.:"1-1-AAACA1 	6-13 	1'017 	'11 ( it. A( - It : !t. i.-1.^t 	II R;\( ' 	1/,'1_' 	'ni) 	1)I;ii1 ii111, 
1)1,151'(qii -,. 

_.. 	 1 ii:ISI•ww", 
un 	 HIMPOWS. .... 

1 }Hit Po loq 

	

4.1)8 	5I1-1 	5GITICTI-U;AG("M:GITAAACA v 	6-13 	,vois 	,•(-1(;( At lt di .-'-,:‘(. ic'h.-11. (A` 	hl) ,12 	2(11 	1 )Izli Vi) ii) 
DWInftH 
1~~1. 
1115Vi1bb. 
iwitrunft 
Ilf,:iiPolil 



Cuadro 23. 
Secuencia de Nucleótidos, Localización y Especificidades de loa Pares de Primers 
empleados en la Subtipificación de DR1 por la Técnica de PCR-SSP. 

T'ama no Elzpec i - 

Mezcla Primer 	 Loc. Primer 	 Loc. PCR fici- 

	

Primers 	5' 	 Secuencia 	 codones 3' 	 Secuencia 	codones Produc dad. 

	

1:01 	5'01 	5'17GTCGCAGCTIAACTI-1-1GAAT3. 	8-15 	3'0-17 	s CIC:(_ Ai..I.GIC.AA( ;CR 1CAC I 	8b-92 	2',5 	1)1Z111*0101, 
PNHVO101 

	

1:02 	5'01 	51TG1C:C.CAGCTTAACTITGAAT3. 	8-15 	.3'1118 	5  ( -1-L,LAC1 < : 1 CA :t( :C1(-1CCA ' 	H+,')2 	 VH111'010 ,  _.. 
cm 	 L03 	5'01 	si-1(;1l;GCACt'iTAAGITIGAATI. 	8-15 	:3'15 	b ee(;( e i il.ell( A( :C.A( i' 	67 72 	pi5 	1 )1<111•0101, 
N 	 1 )IZ111•0102 

	

1:0-1 	5'01 	'''.11-G11".C.CACt -ITAAGTVIGAATI. 	8-15 	3'10 	'C'eCCC-1( C.u. - 1"1( ( A(;(;A1' 	1,7 71 	1‘; 	1 WISI•nio ; 



Cuadro 24. 
Patrones de amplificación alelo-especifico de DRB1*0401 a DRB1*0411. 

DRB1*04   Mezcla de Primers. 
4:01 4:02 4:03 4:04 4:05 4:06 4:07 4:08 

DR21-0401 
n9B1'0402 
OPP1'0403 
DP21"0447,-; 
nR"51 "040q 
DR21"0406 
DR.51"0407 
DEB1 *0408 
DF31*0409 

DRE1*-041 0 

D921'0411 



Cuadro 25. 
Ilustración de las 66 posibles 
individuos DR4 homocigotos. 

DRHI*0-1 

combinaciones DRB1*04 Homo- y Heterocigotos en 

Alelos *0401 *0402 *0403 *0404 "0405 "0406 '0107 *0408 "0109 "0410 '0111 

"0-101 
'0101  

*(1411.1 - iii 
"0-105 w y vi t'II viii 
'1)41)1) ix iX 
1)407 x 
*0108 i ü x viii 
"0109 iv v u Sil iv ii,  iv 
"0-110 Ali Idu xiv vii Vi VII Xii XIV 

*0-111 ii XV Aill VI Vi Xi xiii xv 

Combinaciones sin numerales Romanos (27 de 66) muestran patrones de amplificación 
inicos. Estos alelos DRB1*04 pueden ser asignados con el empleo de ocho mezclas -
de reacción (4:01 a 4:08). Las combinaciones con el mismo numeral Romano denotan-
combinaciones de DRB1*04 homo- y/o heterocigotos mostrados en los patrones de - -
amplificación por PCR-SSP. Estas combinaciones pueden ser diferenciadas empleando 
tres primers 3' adicionales (numerales Romanos en negritas) o nnr “. 
plificación asimétrica (numerales Romanos italizados). 



Cuadro 26. 
Patrones de amplificación Alelo-Especifico de los alelos DRB1*0101 a DRB1 4,0103. 

DRB1*01 
Alelo 

 

Mezcla de Primers. 

   

1:01 1:02 	 1:03 1:04 

DRB1*0101 	 + 	 - 	 + 	 - 

DRB1*0102 	 - 	 + 	 + 	 - 

DRB1*0103 	 + 	 - 	 - 	 + 



9. RESULTADOS. 

La tabla 1 muestra las frecuencias génicas de los alelos del locus FILA-DR 

genéricos en 181 pacientes con LEO , puede notarse que el más común de los alelos fue el 

HLA-DR4 (f.g. 0.230) seguida del 1)R6 (lig. 0.204), DR2 (f. g, 0.127), DR8 (f.g. 0.110) y 

DR3 (f g. 0.100); el resto de los alelos tuvo una frecuencia menor al 10%. Al compararse 

con el grupo de controles ninguna de esas diferencias fue significativa desde el punto de 

vista estadístico, el DR4 incluso estuvo ligeramente disminuido en el grupo de pacientes, 

mientras que el DR6, DR2 y DR3 estuvieron ligeramente aumentados. 

Es notoria la disminución significativa del DR5 en el grupo de pacientes con 

respecto a los controles ( pC = 2.0 X 10-4). 

La tabla 2 muestra las frecuencias génicas (%) relevantes de los subtipos 

moleculares de la cadena DRB1 en 181 pacientes con LEG y su comparación con 

controles puede notarse que de todos los alelos del HLA-DR4, el subtipo molecular más 

frecuente fue el D11131*Q407 (9.4 %) la que al compararse con controles (4 %) si bien 

estuvo aumentada, esta diferencia no fue estadísticamente significativa. En el caso del 

DR6 los alelos más comunes fueron el DRB1*1.406 y DRB1*1301 (4.9 % en ambos 

casos) las que al compararse con controles (1% en ambos casos) no fue estadísticamente 

significativa, por otra parte, la frecuencia del alelo FILA-DRB1*1402 resultó disminuido 

en el grupo de pacientes comparada con controles (1% vs 7% respectivamente) esta 

disminución finé estadísticamente significativa (pC = 5.57 X 10 .3). 

De los alelos FILA-DR2, el más común fué el DRB1*1501 aunque su 

frecuencia al compararse con controles fue exactamente la misma. 

En el caso de los subtipos del 111..A-DR8 lo único diferente fue la disminución 

del DRB1*0802 (4,4 %) con respecto a los controles (pC = 0.02), aunque después de la 
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corrección no resultó signiticíviva. El resto de los alelos se distribuyó de manera semejante 

en pacientes y controles. 

La tabla 3 muestra los subtipos moleculares del FILA-DQA en 181 pacientes 

con LEG y su comparación con controles; el alelo más común fué el FILA- DQA* 0501 

(28 %) cuya frecuencia al compararse con controles no tire estadísticamente significativa; 

en orden decreciente le siguieron DQA*03 (23%), DQA*0101 (13%) y de DQA* 0401 

(10%), las que al compararse con controles tampoco fueron estadísticamente 

significativas. Por otra parte, el alelo FILA-DQA*0102 resultó significativamente 

disminuido en los pacientes al compararse con el grupo de controles (pC=2.2 X 10") , lo 

mismo ocurrió con el DQA*0601 que estuvo presente solo en un paciente y cuya 

frecuencia en los controles ¡lié 15%. 

La tabla 4 muestra las frecuencias génicas de los subtipos moleculares del 

FILA-DQB en pacientes mexicanos y controles. El subtipo más común en pacientes fué el 

FILA-DQB*0301 (27%) y le siguieron en orden decreciente el DQB*0302 (23%) , 

DQB*0201 (17%), UQB*0402 (10%), DQB*0501 (10%); ninguna de estas frecuencias 

fuó estadísticamente significativa al compararse con las de los controles. En la misma tabla 

4 pueden notarse la disminución del subtipo DQ13*0602 en el grupo de pacientes (4%) la 

que al compararse con controles (9%) resultó estadísticamente significativa (pC-3.11 x 

10'3 ). 

La tabla 5 muestra los haplotipos de genes FILA clase II en 181 pacientes 

mexicanos con LEG y muestra a los correspondientes a los grupos DM, DR2 y DR3. En 

el grupo DR1, el haplotipo más común fué el DRB1*0101, DQA*0101, DQB*0501, el 

cual apareció como parte del HLA-B14 en el grupo DR2 , el haplotipo más común fié el 

DRB1*1501, DQA*0102, DQB*0602, el cual preferentemente lijé parte del FILA-B27. 

Puede notarse una gran variedad de haplotipos DRB1*1501 y muy restringida de los 

subtipos DRB1*1601 y 1602, éstos últimos formaron parte del IILA-B15. En el grupo 

DR3, prácticamente todos los pacientes correspondieron al subtipo DRBI*0301, 
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DQA*0501, y DRB*020 , solo un paciente resultó ser DRB1*0302, DeA.  0101, 

DQB*020I, todos ellos cuales fueron parte del LILA-B8 y el HLA-B18. 

En la tabla 6 se muestran los subtipos de los grupos DM y DM, con 

respecto al grupo DR4, existieron una gran variedad de subtipos DRB1 siendo el más 

frecuente el DRB1*0407, DQA*03, DQB*0302, todos los subtipos moleculares del DR4 

formaron parte de los alelos IlLA-B35, LILA-1339 y HLA-B40. En el grupo DR5, los 

subtipos moleculares más comunes fueron DRB1*1102 y DRB1*1201 cuyos haplotipos 

incluyeron al DQA*050 I y DQB*0301 y formaron parte del FILA-B7 y FILA-B39. 

La tabla 7 muestra a los subtipos moleculares de los grupos DR6 y DR7; de 

los subtipos de DR6 el más común fué el DRBI*1301 que tuvieron una distribución 

variada con respecto a los alelos DQA y DQB y formaron parte del LILA-B5; en este 

mismo grupo de DR6, otro alelo común fué el DRB1*1406 que se asoció 

preferentemente con el subtipo DQA*0501, siendo éste subtipo el más común en el locus 

DQA. En la misma tabla puede notarse que todos los subtipos moleculares del DR7 fueron 

del mismo subtipo el cual fué DRB1*0701, DQA*0201, DQB*0201, dichos alelos fueron 

parte del FILA BI2, B13 y B35. 

Finalmente la tabla 8 muestra finalmente los haplotipos correspondientes a los 

grupos FILA-DR8, DR9, y DRIO. Con respecto al grupo DR8 el alelo más común fué el 

DRB1*0802, DQA*0401, y DQB*0402, los cuales fueron parte del LILA-1335 y B40 . 

Sólo un paciente perteneció al grupo DR9 y su haplotipo fué URB 1*0901, 

DQA*03, DQB*0302, de la misma manera sólo un paciente perteneció al grupo DR10 y 

su haplotipo fué DRBI*1001, DQA*0101, DQB*0302 el cual formó parte del FILA-B35. 

La tabla 9 muestra los haplotipos clase II en pacientes mexicanos (M) con 

LEG y su comparación con caucásicos (C), negros (N) y orientales (0), puede notarse que 

el haplotipo más común del grupo DRI en mexicanos (DRBI*0101, DQA" 0101, 
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DQB*0501) está presente en todos los grupos étnicos. En lo que se refiere a los 

haplotipos del grupo DR2, el más común en mexicanos (DRBI*1 501,D9A*0102, 

DQB*0602) también está presente en todos los grupos étnicos; sin embargo, verse 

claramente que los pacientes mexicanos con LE(i tienen una gran heterogeneidad de 

haplotipos DRB I*1501 los que parecen ser particularmente frecuentes en los pacientes 

mexicanos y que su distinción con otros grupos étnicos reside en los subtipos moleculares 

del locus LILA- DQB pues los mexicanos no muestran el alelo DQB*0602 al el alelo 

DQB*0502 o su frecuencia en ellos es muy baja. 

La tabla 10 muestra que el haplotipo más común del grupo DR3 en mexicanos 

es también el que está presente en Caucásicos, Negros y Orientales. Con respecto a los 

subtipos moleculares del grupo FILA-DR4 es muy notoria la gran heterogeneidad de todos 

los subtipos moleculares de este alelo. De los 18 subtipos moleculares detectados en 

todos los grupos étnicos sólo el DRB1*0403 y el DRB1*0406 no se encontraron el los 

pacientes mexicanos, siendo el primero de ellos característico de la población caucásica y 

el segundo de la población oriental; más aún, el haplotipo más común de los mexicanos 

(DR131*0407, DQA*03, DQB*0302) parece ser exclusivo de los mexicanos, ya que su 

frecuencia sólo está presente en ellos y ocasionalmente en algunos grupos de individuos de 

origen Caucásico. 

La tabla 11 muestra los haplotipos clase II pertenecientes a los grupos DR5 y 

DR6. Con respecto al grupo DR5 claramente se nota las diferencias en los distintos 

grupos étnicos, ya que el subtipo DRB1*1102 presente en los mexicanos parece ser de 

origen negroide , lo mismo que los haplotipos marcados por el alelo DRB1*1201. En lo 

que se refiere a los subtipos del grupo DR6, el más común en mexicanos (DRB I*1301, 

DQA1*0103, DQB*0603), está presente también en los otros tres grupos étnicos . En los 

alelos de este grupo se nota que los pocos casos del subtipo DRB1*1302 en mexicanos 

son de origen negroide, mientras que los del alelo DRB1*1402 lo son de origen oriental. 

Existiendo también los alelos DRB1*1406 y DRB I*1407 en mexicanos cuyo origen está 

aún por determinarse y que pudieran ser autóctonos. 
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La tabla 12 muestra el origen de los subtipos moleculares pertenecientes a los 

grupos DR7, DR8, DR9 y DR10. 

En lo que se refiere a los haplotipos del grupo DR7 presentes en mexicanos 

(DRB*0701, DQA*0201, DQB*0201), puede notarse que lo son también en el resto de 

los grupos étnicos. En lo que corresponde a los subtipos del grupo DR8 es interesante 

notar que el más común de los mexicanos (DRB1*0802, DQA*0401, DQB*0402) es 

compartido con la población oriental y en cierta medida también por la caucásica, por su 

parte los subtipos DRB1*0801 y 0804 son compartidos con la población negroide. 

El haplotipo perteneciente al grupo DR9 ocurrido en mexicanos parece ser 

particular de este grupo ya que no está presente en ninguno de los otros tres, lo mismo 

que con el haplotipo perteneciente al grupo DR10, es interesante, que ambos haplotipos 

tienen el mismo alelo del FILA-DQB (DQB*0302) el cual es característico de la población 

mexicana. 
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TABLA 1: FRECUENCIAS GENICAS DE LOS GRUPOS DE GENES FILA 
CLASE II ( DR) EN 181 MEXICANOS CON LEG. 

PACIENTES CONTROLES 

DR 

GENERICO 

N=181/362 

n 	fg ("/0) 

N=105/210 

n 	fg (%) pC OR 

DR4 42 	(23) 74 	(3 7) NS 

DR6 37 	(20.4) 15 	(7.5) NS 

DR2 23 	(27) 15 	(7.5) NS 0.88 

DR8 20 	(1 I) 20 	(10) NS 

DR3 18 	(10) 14 	(7) NS 

DR7 15 	(8.3) 13 	(6.5) NS 

DR1 	, 14 	(7.7) 18 	(9) NS 

DR5 8 	(4.4) 22 	(II) 2.0 X 10-  0.18 

DR9 1 	(0.05) 4 	(2) NS 

DRIO 1 	(0.05) 4 	(2) NS 

OR: Razón de momios. 

pC: p corregida. 

NS: No significativo. 
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TABLA 2. FRECUENCIAS GENICAS MOLECULARES RELEVANTES DE LA 

CADENA DRIll EN 181 PACIENTES MEXICANOS CON LEG. 

GRUPO SUBTIPO 

D11131 

PACIENTE 
S= 

N=I81/362 
n 	f.g.(%) 

CONTROLES 
N I05/210 

n 	f.g. (%) PC 
OR 

 

D114 0407 17 (9.4) 9 (4) NS l.1 

DR6 1406 9 (4.9) 2 (1) NS 2.69 

1301 9 (4.9) 2 (1) NS 2,69 

1402 1 (<1) 10 (7) 5.57 X 10-3  0,05 

D112 1501 15 (8.3) 11 (8) NS 

DR8 0802 8 (4.4) 12 (8) NS 0.36 

0801 4 (2.2) 1 (<1) NS 

DR3 0301 17 (9.4) 9 (8) NS 

DR7 0701 15 (8.3) 10 (7) NS 

DR1 0101 12 (6.6) 9 (6) NS 

DR5 1104 2 (1.1) 4 (2) NS 

OR: Razón de momios 

pe: p corregida. 

NS: No significativo. 
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TABLA 3. SUBTIPOS MOLECULARES RELEVANTES DE DQA EN 181 

PACIENTES MEXICANOS CON LEG Y SU COMPARACION CON 

CONTROLES, 

LOCUS DQA 

SUBTIPOS „ pC 

PACIENTES 
N=181/362 
n 	f.g.() 

CONTROLES 
N=105/210 
n 	f.g.(%) 

OR 

0501 52 	(28.3) 52 	(25) NS 

03 42 	(23.2) 40 	(19) NS 

0101 24 	(13) 31 	(15) NS 

0401 18 	(10) 23 	(11) NS 

0201 15 	(8.3) 17 	(8) NS 

0102 11 	(6) 33 	(16) 2.2 X 10-7  0.14 

0103 8 	(4) 10 	(5) NS 

0601 1 	(<1) 31 	(15) 2.2 X 10.8  0,001 

OR: Razón de momios. 

pC: p corregida. 

NS: No significativo. 
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TABLA 4. FRECUENCIAS GENICAS RELEVANTES DE LOS SUBTIPOS 

MOLECULARES DE TILA-DQB EN 181 PACIENTES MEXICANOS CON LEG 

Y SU COMPARACION CON CONTROLES. 

SUBTIPO 

DQB 

PACIENTES 
N=181/362 
n 	f.g.(%) 

CONTROLES 
N=105/210 
n 	Eg.(4Y0) 

pC OR 

0301 49 (27) 42 (20)  NS 

0302 41 (23) 44 (21)  NS 

0201 21 (17) 33 (16) NS 

0402 18 (10) (10) NS 

0501 18 (10) 23 (II) NS 

0602 8 (4) 19 (9) 3 	1 1 X 10" 0.21 

0603 8 (4) I 	1 (5) NS 

0601 5 (3) 2 (I) NS 

0604 4 (2) 8 (4) NS 

0502 1 (<1) 6 (3) NS 

0503 1 (<1) 6 (3) NS 

0308 (<1) NI NS 

OR: Razón de nomios 
pC: p corregida. 
NS: No significativo 
Ni: No identificado. 
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0602 005 

0102 
0102 
0103 

1501 

0.005 0501 0101 

0602 	 7 
0603 	 1 
0601 	 1 

0603 	 1 
0603 
0601 
0501 
0301 
0501 	 2 

0101 	 0503 

0.005 
0,005 
0.039 
0.005 
0.005 

1501 	 0102 	0601 

0501  
0102 
0103 
0501 0.010 

0.005 
0.010 
0,005 

GRUPO DR3 n=18 (f.g. 0.100) 

0301 16 0201 0.089 0501 
0302 0101 0201 

1 0.005 0301 

0.005 

DRB1* DQA* I-  
_ 

DQB* 
_ 	. 	_ 

n 
____ 

Tg. 

TABLA 5. IIAPLOTIPOS DE GENES 11LA-CLASE II EN 181 PACIENTES 

MEXICANOS CON LEG. 

GRUPO DR1 n=14( f.g. 0.077), 

DRB1* DQA* DQI1* n 
___ 

f.g. 

0101 0101 0501 11 0.061 

0101 0101 0603 1 0.005 

0103 0101 0501 1 0.005 

- 0101 0301 1 0.005 

GRUPO DR2 n=23 (f.g. 0.127) 

DRB1* DQA* DQB* n 
_____ 

f.g. 
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GRUPO D144 n= 42 (f.g. 0.230 ) 

DR111* 	DQA* 

0402 
0.102 

0404 
0405 

DQ11*

--- 

	

5 	 0.028 
0.005 
0.005 

	

1 	 0.005 

	

__
3 	
-0 o 7  

0.005 

GRUPO DR5 n= 8 (f.g. 0.044 ). 

DQB* 
0301 
0301 	

0.011 
0.005 

0301  
0301

0.005 
0.011 

0301 

0501 
0501 
0101 

1102 
1104 
1201 

0501 
0101 

TABLA 6. HAPLOTIPOS DE GENES LILA-CLASE II EN 181 PACIENTES 

MEXI( .NOS CON LEC,. 
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TABLA 7. nnouros DE GENES 111,A-CLASE II EN 181 PACIENTES 
MEXICANOS CON EEG. 

GRUPO DR6 n= 37 (f.g. 0.204) 

DRB DQA DQB N f.). 
1301 0102 0604 2 0.011 
1301 0103 0301 1 0,005 
1301 0103 0501 1 0.005 
1301 0103 0603 4 0.022 
1301 0501 0301 1 0.005 
1302 0102 0604 2 0.011 
1302 2 0.011 
1303 05011 0301 1 0.005 

- 0501 0301 1 0.005 
- 0501 - 2 0.011 

1401 0501 0301 1 0,005 
1402 0501 0301 1 0,005 
1403 0501 0301 2 0.011 
1406 0501 0301 6 0.033 
1406 0501 0503 2 0.011 
1406 0601 0301 1 0.005 
1407 0101 0301 1 0.005 
1407 0501 0301 1 0.005 

- 0501 0301 1 0.005 
- 0501 0601 1 0.005 

GRUPO DR7 n= 15 (f.g. 0.083) 

DRB 
	

DQA 
	

DQB 
	

N 
	

f.g.  
0701 
	

0201 
	

0201 
	

15 
	

0.083 
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TABLA 8. HAPLOTIPOS 1)E GENES IlLA-CLASE II EN 181 PACIENTES 
MEXICANOS CON LEG. 

GRUPO DR8 n=20 (f.g. 0.110) 

DRBI* DQA* DQB* n f.g. 
0801 0101 0302 1 0.005 
0801 0401 0402 3 0.017 
0802 0401 0402 8 0.044 
0804 1 0.005 

- 0401 0402 5 0.028 

GRUPO DR9 n= 1 (f.g. 0.005) 

DRB1* 

 

DQA* DQB* n f.g. 
0901 

 

03 0302 1 0.005 

      

GRUPO DRIO n=1 (f.g. 0.005) 

DRBI* 

 

DQA* DQB* 

  

f.g.  

 

       

1001 

 

0101 0302 

 

0.005 
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TABLA 9. IIAPLOTIPOS CLASE 11 EN PACIENTES MEXICANOS (NI) CON 
LEG Y SU COMPARAC1ON CON CAUCAS1COS (C), NEGROS (N) Y 
ORIENTALES(0). 

GRUPO DRI 

DRI31* DQA* - DQI3* 1-- 	c N O 1---NI 1 

 

0101  
0101  
0102 

 

0101 

 

0501 
0603 
0501  
0301 
0501 

   

-4. -1- 

 

  

0101 

       

  

0101 

       

         

         

      

f. 

    

 

0103 

 

0101 

      

 

0103 

 

0101 

       

            

GRUPO DR2 

DRB1* DQA* DQB* C N O M 
1501 0101 0501 + 
1501 0101 0602 .4- 

1501 0102 0502 + 
1501 0102 0601 -+- 
1501 0102 0602 + + + + 
1501 0102 0603 -+- 

1501 0103 0601 + 
1501 0501 0601 + 
1501 0501 0603 + 
1501 0102 0602 + + + 
1502 0102 0601 + 
1502 0102 0603 + 
1502 0103 0601 + + + 
1503 0102 0602 + 
1Í01 0102 0502 + 
w01 0501 0501 + 
1602 0102 0502 + 
1602 0102 0502 + -f- 

1602 0501 0301 1-  -+- 

1602 0501 0501 + 
- 0101 0503 + 
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TABLA 10. HAPLOTIPOS CLASE II EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON 
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCÁSICOS (C), NEGROS (N) Y 
ORIENTALES(0). 

GRUPO DR3 

DRB1* DQA* DQB* C N O M 
0301 0501 0201 + + + -+- 
0302 0101 0201 -1- 

0302  0401 0402 + 

GRUPO DR4 

DRB1* DQA* DQB* C N O 
0401 03 0301 + + 
0401 03 0302 + + + 
0402 03 0301 + 
0402 03 0302 + + + 
0403 03 0301 -+- 
0404 03 0302 + -4- 

0405 03 0302 + + + 
0406 03 0302 + 
0407 03 0302 + + 
0408 03 0302 + 
0409 03 0302 + 
0411 03 0301 + 
0411 03 0302 + 
0411 03 0501 + 
0412 03 0302 + 
0415 03 0302 + 
0418 03 0308 + 
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TABLA 11. HAPLOTIPOS CLASE 11 EN PACIENTES NIEUCANOS (M) CON 
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCASICOS (C), NEGROS (N) Y 
ORIENTALES (0). 

GRUPO D115 

DRB1* DQA* 
.. 

DQB C 
- 

N 
- 

O M _ 
1101 0501 0301 + + 
1101 0102 0602 + 1- 
1102 0501 0301 + -I- 

1102 0501 0301 + 
1103 0501 0301 + 
1104 0501 0301 + +- -+- 
1201 0101 0301 f- i- 
1201 0501 0301 + + + 
1202 0601 0301 + 

GRUPO DR6 

DRB DQA DQB C N O NI 
1301 0102 0604 -I- 

1301 0103 0301 + 
1301 0103 0501 -+- 
1301 0103 0603 + + -+- 
1301 . 	0501 0301 + 
1302 0102 0604 + 
1302 0102 0501 + + 
1303 05011 0301 + + 
1303 0201 0201 ± 
1305 0201 0201 + 
1401 0101 0503 + + + 
1401 0501 0301 
1402 0501 0301 + 
1403 0501 0301 -i- 

1406 0501 0301 + 
1406 0501 0503 + 
1406 0601 0301 + 
1407 0101 0301 4- 

1407 0501 0301 + 
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TABLA 12. HAPLOTIPOS CLASE 11 EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON 
LEG Y SU CONIPARACION CON CAUCÁSICOS (C), NEGROS (N) Y 
ORIENTALES (0). 

GRUPO DR7 

DRB DQA DQB C N O NI 
0701 0701 0201 + -1- f- -1- 

0701 0201 0303 + + + + 

0701 0301 0201 +- 

GRUPO DR8 

DRB DQA DQB C N O M 
0801 0101 0302 + 

0801 0401 0402 + + + 

0802 0401 0402 -1- + + 

0803 0103 0601 + 

0804 0401 0402 + 4- + 

GRUPO DR9 

DRB DQA DQB C N O M 
0901 03 

 

0201  

0302 
0303 

     

0901 03 

      

0901 03 

      

         

GRUPO DRIO 

DRB DQA DQB 
1001 
	

0101 
	

0302 

1001 
	

0101 
	

0501 
	

4- 	+ 
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10. DISCUS1ON. 

Este trabajo muestra la disminución del alelo DR5 el cual de manera 

característica es el segundo más frecuente en la población normal mexicana y ninguno de 

los subtipos moleculares de este alelo es responsable de dicha disminución, también es 

notoria la disminución del subtipo DRB I *0802 y del subtipo molecular DRB 1*1402 

(DR6), los cuales pudieran tener un efecto protector ó alternativamente reflejar sólo que 

su origen no es mexicano y que su presencia en los controles mexicanos simplemene 

refleja un mestizaje en particular ya que ambos son frecuentes en los grupos de individuos 

normales de origen oriental. En locus DQA también fueron notorias la disminución del 

alelo DQA*0102 y DQA*0601, la presencia del primero de ellos en la población normal 

mexicana parece corresponder a mestizaje de origen negro y del último es desconocida. 

Este mismo mestizaje de origen negroide también se refleja en la disminución en los 

pacientes del alelo DQB*0602 (4%), mientras que en los controles es del 9%. 

En los haplotipos correspondientes a cada grupo es notorio la gran 

heterogeneidad de los subtipos correspondientes al grupo DR2, sobre todo del subtipo 

DRB*1501 y prácticamente todos los haplotipos pertenecientes al grupo DR3 theron del 

subtipo DRB1*0301, el cual es conocido su desequilibrio genético con el DQA*0501 y 

.DQ13*0201, dicho haplotipo en este grupo de pacientes mostró desequilibrio genético con 

el HLA-B8 y con el HLA-B18, ambos haplotipos muy característicos de la población 

caucásica, por lo que su presencia en mexicanos refleja el mestizaje con este grupo étnico. 

Del grupo DR4 que es el alelo más común en la población normal mexicana, 

prácticamente todos los subtipos de este grupo, están presentes en los individuos de 

origen mexicano (pacientes y controles) y el más común (DRB1*0407) parece ser el 

subtipo relevante en la población mexicana. Este origen autóctono se refleja por la 

asociación que tienen todos estos subtipos con los alelas del locus del HLA-B que son: 

HLA-B35, 1339 y B40, los más comunes en la población normal mexicana (Weckmann y 
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col.). Más aún, la población normal mexicana contiene subtipos moleculares tanto del 

I-ILA-B35 como del 	B-39 cuyas secuencias de nucleótidos han sido detectadas 

exclusivamente en individuos de origen mexicano (Vargas Alarcón y col ). De hecho sólo 

los subtipos DR131*0403 no estuvo presente en individuos mexicanos (pacientes y 

controles) el cual es característico de la población caucásica, ni el DRB1*0406 el cual es 

característico de la población oriental. 

Es notorio el desequilibrio genético de todos los subtipos moleculares del 

DR4 con los alelos de DQB*0302 y *030I. 

En lo que compete al DRS los subtipos moleculares están restringidos al 

DR131 1102 y *1201 ambos probablemente de origen negroide (ver más abajo). 

Los subtipos moleculares del DR6 representados por el DRB1*1301 y 

*1403 sustentan este hecho de mestizaje con poblaciones de distinto origen étnico, el 

primero de ellos de origen negroide y el segundo de origen oriental; la existencia del 

subtipo DRB1*1406 parece reflejar un origen autóctono (ver más abajo). 

Dichos efectos de mestizaje , también se reflejan en los desequilibrios 

mostrados por los alelos del DQA y DQB en este mismo grupo de DR6, pues mientras los 

alelos DRB1*1403 y *1406 tienen desequilibrios con DQA*0501 y *0301, los 

correspondientes al DRB1*1301 son marcadamente heterogéneos, tanto en el DQA como 

en el DQB. 

Todos los subtipos moleculares del DR7 pertenecen al mismo subtipo y al 

mismo haplotipo (DRB1*0701, DQA*0201, DQ13*0201), los que sin embargo tuvieron 

varios alelos del locus 1-1LA-13 (1312, 1313 y 1335), esto sugiere que en estos haplotipos 
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debe existir un mecanismo qt.e tija el desequilibrio genético en la región correspondiente a 

los genes clase 11, pero que se mueve libremente en las poblaciones de todo el mundo, 

asociándose de manera aleatoria con los alelos del 111,A-B que pertenezcan a cada grupo 

étnico. Los haplotipos de los grupos DR8, DR9 y DR10 nuevamente reflejan diversos 

grados de mestizaje. El DR8 es el tercer alelo más común de la población normal 

mexicana (de Leo y col.), por lo que es de esperarse que la población mexicana muestre 

heterogeneidad en los subtipos moleculares , prácticamente todos estos subtipos están 

presentes en individuos mexicanos (pacientes y controles), con excepción ccl DR13I*0803 

el cual es de origen oriental. 

El hecho de que los individuos del grupo DR9 y DRIO muestren el mism 

alelo del locus DQ13 (DQB*0302) sugiere que ambos son probablemente de origen 

mexicano ya que este alelo es el más común en la población mexicana. 

En un intento de reforzar esta noción de los distintos orígenes del mestizaje 

mexicano y su relevancia en el LEG, se compararon los haplotipos de los pacientes con su 

presencia en otros tres grupos étnicos, las cuales se analizarán en seguida teniendo en 

cuenta que de las poblaciones estudiadas (caucásica, negra y oriental) la primera de ellas 

es la mejor caracterizada). Prácticamente todos los subtipos del grupo DR1 presentes en 

mexicanos, están presentes en todas las poblaciones, mientras que las correspondientes al 

grupo DR2, muestran una gran variedad de haplotipos exclusivos de los pacientes con 

LEG mexicanos, por su parte todos los haplotipos correspondientes al grupo DR3 están 

presentes en todas las poblaciones estudiadas, mostrando con ello que así como ocurre en 

otras partes del mundo, los mexicanos que tienen este haplotipo muestran un desequilibrio 

genético intenso. El origen en México de este haplotipo tiene dos fuentes, una dé ellas es 

claramente de origen español y es la que contiene el haplotipo FILA-A30, B18, 

DRB1*0301, DQA*0501 y DQB*0201, éste haplotipo ha sido descrito en pacientes 

españoles con glomerulonefritis primaria (Gómez-Reino y col.) y parece ser de origen 
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vasco, su presencia en México es entonces con mestizaje con españoles. El otro haplotipo 

(FILA-Al, B8, DRB1*0301, DQA.*050 , DQB*0201) es el más común de la población 

caucásica, éste haplotipo se asocia en ese grupo étnico con prácticamente todas las 

enfermedades autoinmunes, entre ellas, el LEG, la diabetes insulino dependiente, la 

tiroiditis autoinmune, la hepatitis crónica activa y la glomerulonefritis primaria entre otras, 

por lo que su presencia en México revela mestizaje con individuos de origen blanco 

europeo. 

Una mención aparte merecen los haplotipos correspondientes al grupo 

DR4, prácticamente todos los subtipos moleculares de ese grupo están presentes en los 

pacientes mexicanos con LEG y su distinción con otros grupos étnicos reside en el alelo 

del locus DQB, pues los mexicanos tienen característicamente el DQB*0302, cuando los 

grupos étnicos tienen el DQB*0301. Las únicas excepciones son el subtipo DRBI*0403 

presente en caucásicos y no mexicanos y el DRB1*0406 presente en orientales y no en 

mexicanos. De todos los subtipos del grupo DR4 el que parece estar asociado con la 

autoinmunidad en los mexicanos es el subtipo DRB1*0407, el cual si bien ha sido descrito 

en algunas personas dé origen caucásico parece tener diferencias sutiles en algunas 

secuencias de nucleótidos con el subtipo DRB1*0413 característico de mexicanos. liste 

trabajo no aborda la secuencias de nucleótidos de la cadena DRB1, por lo que dichas 

diferencias no pudieron ser estudiadas. 

Los subtipos moleculares de los grupos DR5 y DR6, también muestran el 

efecto del mestizaje en mexicanos; aquellas del grupo DR5 parecen ser de origen 

negroide, mientras que las del DR6 parecen ser de origen oriental; en el grupo DR6 

además del mestizaje oriental se nota una fuerte presencia de haplotipos de origen indígena 

en particular del DRB1*1406, el más común de los subtipos del grupo DR6. El 

desequilibrio genético de los locis DQA y DQB también refleja ese origen indígena, el cual 

está marcado por DQA*0501 y DQB*0301. 
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El hecho de que todos los individuos pertenecientes al grupo DIU tengan el 

mismo subtipo molecular y los mismos desequilibrios genéticos con los loci DQA y DQ13 

refuerzan la noción de que este haplotipo está preservado en todo el mundo, de manera 

característica se asocia con algunas enfermedades autoinmones en individuos de origen 

caucásico entre ellas la enfermedad cebo. (Tiwari y Terasaki). Su presencia en México se 

ha notado en un subgrupo clínico de pacientes con LEG que muestran las características 

clínicas del Síndrome de Antii'osfolípidos (Granados y col.), éste alelo a su vez está 

asociado con el mismo Síndrome en individuos de origen italiano (Saví y col.); por todo lo 

anterior su presencia en mexicanos refleja nuevamente mestizaje blanco europeo. 

Finalmente en los haplotipos correspondientes a los grupos DR8, DR9 y 

DR10 , el subtipo DRB1*0801 es tanto mexicano como proveniente de mestizaje 

negroide, el DRF31*0802 es tanto mexicano como oriental y el DRB1*0804 mexicano y 

negroide. Los subtipos moleculares DRB1*0901 y DRB1*1001 era de esperarse que en 

mexicanos tuviesen desequilibrio genético con el alelo DQB*0302, su presencia en los 

pacientes mexicanos con LEG simplemente reflejan su origen autóctono. 

Esta es una descripción exhaustiva del papel de los genes de MHC en la 

susceptibilidad genética al desarrollo de LEG en mexicanos, confirma algunos datos 

encontrados en pacientes mexico-americanos (Reveílle y Col.), pero aborda un mayor 

número de pacientes y una descripción por haplotipos. Muestra a través del análisis de los 

desequilibrios genéticos en los haplotipos que el mestizaje es relevante y que debe 

analizarse en cada paciente; dicho análisis es dificil en poblaciones como la caucásica pues 

el desequilibrio genético presente en cada uno de los alelos impide distinguir diferencias 

entre pacientes y controles; el caso de los mexicanos es diferente, ya que al derivar de un 

mestizaje relativamente reciente, los desequilibrios genéticos no han tenido tiempo 
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suficiente para fijarse y es accesible la distinción del origen étnico de los haplotipos. Tiene 

la ventaja adicional de que en la actualidad es posible estudiar la genética de población de 

las comunidades indígenas que contribuyen al mestizaje de los mexicanos y de ésta manera 

identificar los haplotipos autóctonos y los haplotipos adquiridos por mezcla con otros 

grupos étnicos. 

Este trabajo muestra que los mexicanos con LEG son heterogéneos 

genéticamente y que cuando el paciente presenta los alelos DR3 y DIU el efecto es de 

origen caucásico, si es D112 éste es de origen oriental, mientras que si es DR5, DI16 o 

DR8 hay una combinación entre negro y oriental, pero que sobre todo el efecto más 

importante está conferido por los haplotipos marcados por el DR4 y de éste en particular 

el DRB1*0407. Lo anterior permite plantear una hipótesis interesante y es la de que existe 

complementación génica entre los diferentes loci que componen el MHC, en particular el 

gen de la cadena DRB1 se complementa con alelos del gen de las cadenas DQA y DQB, 

en algunos haplotipos la cadena DRB1 puede ser aportada por un origen étnico, mientras 

que las cadenas del locus FILA-DQ ser aportadas por otro origen étnico, constituyendo de 

esta manera el híbrido característico del mestizo mexicano que lo hace particularmente 

susceptible al desarrollo del LEG. 
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11. REACT1VOS. 

REACT1VOS PARA TIP1F1CAC1ON SEROLOG1CA 111,A-ABC Y DR. 

Ficoll- llypaque 
9.0 grs 

Ficoll tipo 400 (Sigma)  

Agua Destilada 	
100.0 ml 

Hypaque al 50% (Winthrop) 	
28.0 ml 
13.0 ml 

Agua Destilada  
Ajustar densidad a 1.077 

Ficoll - Radialar. 

Ficoll tipo 400 (Sigma) 	 150. 
45.0 grs 

Radialar 	

0 ml 

630.0 ml 
Agua destilada  
Ajustar densidad a 1.077 

Formalina. 
0.1725 grs 

NaH2PO4,1120   

Na2IWO4

0.30 grs 
100 ml 

Formol al 40% 

 

AKC. 

NH4C1 	
8.29 grs 
1.34 grs 

K2CO3  1.0 	L. 

Agua destilada 

 

PBS. 
7.66 grs. 

NaC1  
N 	

3.8 grs. 

a2HPO4  0 06 grs 

KH2PO4 

 

Ajustar el p1-1 a 7.4 



Medio RPMI. 1640 

IIPM1 	 100 ml 
Penicilina/Estreptomicina 	 1.0 ml 

Suero bovino fetal inactivado 	 I0,0 ml 

El suero bovino fetal se inactiva 1 hora a 56 "C. 
Trabajar en condiciones estériles. 
Mantener en refrigeración. 

Eosina Y al 5%. 

Eosina Y 	 5.0 grs 
Agua destilada 	 100.0 ml 
Calentar en una placa térmica hasta su disolución, filtrar . Colocar en frasco ámbar , 
conservar a temperatura ambiente. 

REACTIVOS PARA EXTRACCION DE DNA 

RSI3 

NaCI (10mM) 
Tris base pH 7.4 ( 10mM) 
EDTA ( 25mM) 
Agua destilada 
Ajustar el pH a 7,4 

Buffer TE 

Tris-CI (10 mM ) 
EDTA (I mM) 
Ajustar el pH a 8.0 

Tris 0.5 M. 

Tris base 
Agua Destilada 
Ajustar el pH a 8.0 

0.5844 grs. 
1.211 grs. 

	

9.3 	grs. 

	

1.0 	L 

1.576 grs. 
0.322 grs. 

60.55 gr. 
1.0 L. 

180 



NaC15M. 

NaCI 	 292.0 grs. 
Agua Destilada 	 I.0 L. 

SDS 10%. 

SDS (Dodecil sulfato de Sodio ) 	 10.0 gis. 
Agua destilada 	 I00 ml. 

Fenol Saturado, 

Colocar el fenol a baño María a 60"C hasta que se funda totalmente, adicionar Tris base 
0.5 M pH 8.0 en relación 1:1. Mezclar y dejar reposar 15 minutos para que se separen dos 
fases. Conservar en frasco ámbar. 

SEVAC. 

Cloroformo - Alcohol Isoamílico ( 24: 1). 

Proteinasa 1{ 10 Itg/ ml 

Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 ml de Agua destilada. 
Realizar alícuotas de 500 III y congelar. 

Buffer de lisis. 

DTAB ( Bromuro de dodecil trimetil amonio. Sigma D8638) 	8 	% 
TRIS (p11= 8.0) 	 10 mM. 
NaCI 	 1.5 M. 
EDTA 	 50 mM. 

Solución de CTAB. 

CTAB (Bromuro de hexaclecil trimetil amonio. Sigma 115772) 	5 % 

NaCI 	 0.4 M 
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Anticoagulante EDTA. 

COTA. Na?  
Se emplea 1.0 ml de anticoagulante por 9.0 ml de sangre. 	

5 niki 

NaCI 1.2 M 

NaCI 

Agua Destilada 	 70.13 grs  
1.0 L 
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