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RESUMLEN.

INTRODUCCION:

Ll lupus critematoso generalizado (LEG) e¢s 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 asaciaciones
varian de un grupo étnico a otro, sin embargo las mas consistentes residen en alelos de
los genes clase I (HLA-DR y DQ) y en particular con el HLA-DR3. En mexicanos se
han descrito asociaciones con el DR3 y con deficiencias parciales del gen C4A

(C4A*Q0) y del gen C4B (C4B*QO).
OBJETIVO:

Este trabajo estudia en 181 pacientes los genes Clase I (HLA-AB,C) y

genes Clase 1Ty los compara con los correspondientes 105 controles.
MATERIALES Y METODOS:

Los genes Clase | se estudiaron a nivel de la proteina por la técnica de
microfinfotoxicidad y los genes Clase I1 a nivel del DNA utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la Polimerasa que amplifico las regiones DRB1, DQA y DQB, la
identificacion de los alelos de cada uno de los genes se realizo mediante la hibridacion

con sondas de oligonucledtidos alelo especificas (§SO).

Las frecuencias génicas de cada uno de los loci se compararon mediante
estadistica no paramétrica (Chi cuadrada y Prueba exacta de Fisher) utilizando el

paquete estadistico para computadora llamado EPI-INFO.



RESULTADOS:

En el locus HLA-DR s¢ encontrd disminucion significativa de los
pacientes con LEG del alelo HLA-DRS (pC= 20 X 10™) al compararse con los
controles. De la misma manera se encontrd disminucion del alelo DRB1*1402 (ptC =
5.57 X 10™), disminucion del alelo DQA*0601 (pC=2.20 X 107) y disminucion del
alelo DQB* 0602 (pC = 3.11 X 10 ™) en los pacientes versus controles. El anilisis por
haplotipos mostrd que el haplotipo caracteristico de los pacientes mexicanos con LEG
es el DRB1*0407, DQA*03, DQB*0302. Otros haplotipos presentes en los pacientes
mexicanos con LEG fueron DRBI*0101, DQA*0101, DQB*0501; DRBI* G301,
DQA*0501, DQB*0201 y DRBI* 1301, DQA*0103, DQB*0603,

DISCUSION:

El haplotipo marcado con DRB1* 0407 es frecuente en mexic anos
particularmente en poblaciones indigenas, por lo que su origen probablenerste es
autoctono, el haplotipo marcado por ¢l DRBI1*1501 se ha descrito en picientes
espafioles con LEG, por lo que su origen en mexicanos probablemente duive de
mestizaje con individuos de Espafa. El haplotipo marcado por el DRB1*0301 estd
asociado en individuos de origen caucdsico con varias enfermedades autoinruiies
(LEG, tiroiditis autoinmune, hepatitis cronica activa, diabetes insulino dependiente),
por lo que su presencia en mexicanos probablemente derive del mestizje 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.

L LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO.
LEG.

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune

inflamatoria cronica de causa desconocida que puede afectar diferentes organos ).

El nombre de lupus se debe en parte al exantema facial que presentan los
pacientes con este padecinuento, el cual se considerd emparentado con la tuberculosis
cutinea (lupus vulgar) y a la naturaleza erosiva del padecimiento semejante al dano
causado por la mordedura de un lobo. El término fu¢ utilizado por primera vez por Kaposi

al describir el lupus discoide (2.

Es probable que este sindrome haya sido observado varios hace vartos
siglos, ya que existen evidencia de LEG en la cultura Huari (390 d.c.), en Pert. Sin
embargo no fue sino hasta 1875 que Kapasi reconocié una enfermedad separada del lupus
discoide y asocio la erupcion en ala de mariposa con “fiebre remitente e irregular...”.
William Osler tuvo el mérito de describir la enfermedad como la conocemos actualmente:
“lesiones cutdneas polimorficas, endocarditis y crisis gastrointestinales”. La recurrencia es

una caracteristica especial de esta enfermedad.

El descubrimiento por Hargraves (1948) del fenomeno LE orientd la

investigacion y permitio dilucidar la patogenia autoinmune de este sindrome (2)

La aplicacion de los criterios de clasificacion del LEG por la Asociacion
Americana de Reumatologia (ARA) de 1971 y 1982, han permitido conocer mejor los
aspectos de prevalencia, incidencia, distribucion racial, edad, sexo y mortalidad de este

sindrome (2).



La prevalencia. de acuerdo a diferentes series es de un caso por 2400 y la
incidencia varia desde 1 a 7.0 casos por 100,000 habitantes. La tasa de prevalencia en
mujeres entre 15 y 65 aios de edad es de | por 700 en la raza blanca y 1 por 245 en la
raza negra. La enfermedad se presenta en todas las vazas, 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 afios de edad en una proporcion de 10 a | en relacion con los

varones, ¢ incluso una proporcion mds alta ( 30 a 1) en la edad reproductiva (1.2,

La supervivencia a cinco afios 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 alteracion de regulacion
inmunologica que conduce a, o resulta de, una activacion policlonal de las células B, lo

que causa una produccion exagerada de autoanticuerpos.

Se ha encontrado una serie de anormalidades en la inmunoregulacion de las
células mononucleares periféricas que incluyen: linfopenia, tanto de las subpoblaciones
CD4 como CDB8, funcion supresora anormal, disminucion en la produccion y respuesta a
diversas citocinas como interleucina-2 (1L-2), una respuesta pobre en la reaccion en la
mezcla de linfocitos autdlogos, funcion defectuosa de células “asesinas” naturales (NK) y

deterioro en la produccion de IL-1 por parte de los monocitos.

Ademas de estos defectos de inmunoregulacion, existe aumento en los
factores estimuladores de las células B, lo que da lugar a un desequilibrio que podria

activar la produccion de autoanticuerpos por las células B.

Los pacientes con LEG producen gran variedad de autoanticuerpos, los

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



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

autoanticuerpos contra diversos companentes nucleares como se muestra en ¢l cuadra |1

(7

CUADRO 1. AUTOANTICUERPOS Y ANTIGENOS EN LUPUS.

ANTIGENO FRECUENCIA |
Designacion clinica [dentidad molecular (%)

DNA nativo DNA de cadena doble 40

DNA desnaturalizado DNA de cadena sencilla 70

Histonas HI, H2A, H2B, H3, H4 70

Sm Proteinas 29(B’), 28(B), 16(DD), 13(E) 30
kD formando complejos con Ul, U2,

U4-U6 snRNAs.

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

SS-A/Ro Proteinas de 60, 52 kD formando 35
complejos con Y1, Y3-Y5 RNAs.

SS-B/La Proteinas de 48 kD  formando 15
complejos con RNA naciente de la
transcripcion de RNA pol TIL

Ku Proteinas de 86, 66 kD; Proteinas de 10
union a DNA.

PCNA/ciclina Proteina de 36 kD; proteina auxiliar de 3
la DNA polimerasa w

RNP Ribosomal Proteinas de 38, 16, 15 kD. Asociadas 10
con ribosomas.

HSP 90 Proteina de choque térmico de 90 kD. 50

Eng M. Tan .

Estos autoantigenos no son tejido especificos y son componentes de todos

los tipos celulares. Son proteinas altamente conservadas en diferentes especies y que




mtervienen en funciones celulares importantes como la replicacion del DNA, transcripcion,
edicion del precursor det mRNA y traduccion. El paciente ¢on LEG presenta una
pluralidad de anticuerpos, ya que presentan en promedio de 3 a 4 de estos
autoanticuerpos. Estos inmunogenos conducen a una respuesta inmune contra particulas o
agregados de particulas subcelulares como el edisoma  (espliceosoma) que se ensambla
durante el proceso de edicion def precusor del mRNA. Estas particulas son exteriorizadas
por muerte , dafio celular u otras razones y pueden convertirse en blanco de la respuesta
ininune contra uno o varios componentes de esta particula, la cuel puede ser regulada

secundariamente por factores gencticos coma los genes HLA Clase 1 (7).

También se desarrollan anticuerpos contra  diversas  células como:
eritrocitos, plaquetas, linfocitos ¢ contra componentes no especificos de las membranas,
como son los fosfolipidos. Es posible que estos autoanticuerpos participen en la
patogénesis del LEG formando complejos inmunes que se depositan en las articulaciones
de vasos pequefios y glomérulos, donde en interaccion con el complemento pueden causar
inflamacion y necrosis. Ademas pueden interactuar directamente con antigenos especificos
de la membrana de eritrocitos o plaquetas, y causar asi anemia. hemolitica o
trombocitopenia, respectivamente. La reaccion tambicn puede presentarse con un antigeno
depositado en las membranas basates, como se ha postulado para ¢l DNA en la piel y en
los glomérulos. Finalmente, los autoanticuerpos podrian interactuar con linfocitos
causando linfopenia y de esta manera contribuir al transtorno de la inmunoregulacion.
También podria estar mediada por receptores Fe o por citotoxicidad celular dependiente

de anticuerpo).

Este defecto de inmunoregulacion es producido por factores ambientales,
hormonales y genéticos, donde estos factores muy probablemente actian a nivel de los
circuitos inmunoregulatorios de células T, que a su vez controlan la produccion de

anticuerpos y de autoanticuerpos .



Existen diversos datos que sugieren la  participacion de factores
ambientafes, por ¢jemplo se ha demostrado la presencia de autoanticuerpos tanto en
famifiares consanguineos como no consanguineos que habitan con los pacientes con LEG
(). ast como también en personal de laboratorio que trabaja con los sueros de pacientes
con ésta enfermedad, lo que pudiera sugerir la participacion de agentes virales en la
patogénesis del LEG 5. Otros factores ambientales que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad son: la exposicion a la luz solar (radiacion ultravioleta) , las quemaduras
térmicas y otros factores fisicos. Algunos medicamentos como la hidralazina,
procainamida, isoniazida, varios anticonvuisivos y la clorpromacina pueden inducir el
desarrolio de una enfermedad sistémica semejante al LEG (). Mas recientemente se ha
reconocido que los germinados de alfalfa pueden tener un efecto semejante,
probablemente debido al efecto de aminoacido L-canavaling, ¢ cual puede tener influencia

sobre fa inmunoregulacion ).

Como se menciond la mayoria 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:

I. Un aumento de la hidroxilacion del carbono 16 (C-16) de la estrona, que resulta en
niveles aumentados de 16 a-hidroxiestrona y estriol, tanto en hombres como en

mujeres con LEG.

[ge]

Una disminucion de la hidroxilacion en C-2 de la estrona, que causa niveles menores de
2-hidroxiestrona y 2-metoxiestrona cn mujeres con LEG.

3. Un aumento de la oxidacion en C-17 de la testosterona con aumento de la C-17-O-
testosterona en mujeres con LEG. En conjunto todas estas anormalidades juntas
tenderian a producir efectos estrogénicos de mayor duracion y androgénicos débiles en
pacientes, sobre todo en mujeres, lo que podria producir una funcion mas intensa de las
células T supresoras, lo cual resultaria en alteraciones de la respuesta inmunologica que

podria favorecer el desarrollo de autoanticuerpos (1),



ENLEG es mas comin en ciertos grupos étnicos, particularmente entre los
negros , posiblemente chinos y otras poblaciones asiaticas. Ademas se ha informado que la
incidencia del LEG es mayor en ciertas familias ). Aproximadamente 10 -12% de los
pacientes con LEG tienen un familiar en primer grado con LEG. La agregacion en casos
famifiares 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 individuas normales. Existe
ademas una alta concordancia para LEG entre gemelos monocigotos (24 a 69%)

comparando con gemelos dicigotos ( 2a 9 %)

Se conoce también que pueden encontrarse autoanticuerpos y una
disminucion de la funcion de las células supresoras en familiares consanguineos de

pacientes con LEG ¢, 14,31

Conforme se ha avanzado en el conocimiento de los factores geneéticos que
pueden actuar en el LEG, se hace mas evidente que debe existir una contribucion de
multiples genes, especialmente de aquellos que codifican elementos del sistema inmune,
como pueden ser genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), del receptor

de células T (TCR), de inmunoglobulinas y citocinas ()
DIAGNOSTICO.

El diagnostico de LEG se realiza mediante la aplicacion de criterios de
clasificacion propuestos por Cohen en 1982, que corresponden a los criterios de Ia
Asociacion Americana de Reumatologia ARA. La clasificacion propuesta se basa en |1
criterios (Cuadro 2). Para fines de identificacion de pacientes ¢n estudio, se dice que una
persona tiene lupus eritematoso generalizado si presenta cuatro o mas de cualquiera de los
Il criterios, en forma seriada o simultineamente durante cualquier intervalo de

observacion.



CUADRO 2. CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION DEL LUPUS
ERITEMATOSO GENERALIZADO.

CRITERIO
I Eritema malar.

3]

_ Eritema discoide.

(U8}

. Fotosensibilidacl.

4. Ulceras orales.

N

. Artritis.

6. Serositis.

~3

. Alteracion renal

8.Alteracion
neurologica.

9. Alteracion
hematologica.

DEFINICION
Eritema fijo plano o clevado sobre las eminencias malares, con
tendencia a respetar los plicgues nasogenianos.

Placas eritematosas levantadas con descamacion queratdsica
adherente y taponamiento folicular; en las lesiones mas antiguas
puede haber cicatrizacion atrofica.

Erupcion cutdnea a consecuiencia de una reaccion poco comin a la
luz solar, de acuerdo con la historia del paciente o la observacion
de un médico.

Ulceracion oral o nasofaringea, habitualmente indolora, observada
por un medico.

Artritis no erosiva que afecte a dos o mas articulaciones periféricas
caracterizada por dolor (hipersensibilidad) hinchazon (inflamacion)
o derrame.

a) Pleuritis-historia convincente de dolor pleuritico o frote pleural
escuchado por un médico, o evidencia de derrame pericardico.

0

b) Pericarditis-documentada por ECG o un frote o evidencia de
derrame pericardico.

a) Proteinuria persistente de mas de 0.5 gramos al dia o mayor de
3+ si no se hace cuantificacion.

0

b) Cilindros celulares- pueden ser de eritrocitos, de hemoglobina
granulosos, tubulares o mixtos.

a) Convulsiones - cn ausencia de medicamentos ofensivos o
alteraciones metabolicas conocidas. p.ejem. uremia, cetoacidosis o
desequilibrio clectrolitico.

0

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

a) Anemia hemolitica- con reticulocitosis.
0
b) leucopenia-menor de 4000/mm’* (total) en dos o mas ocasiones.



10. Alteracion
inmunologica

I1.Anticuerpos
antinucleares

QO

¢) Linfopenia-menor de 1500/mm’ en dos o mas ocasiones.

Q

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

a) Fenomeno LE positivo.
b) Anti-DNA:anticuerpo contra DNA nativo a titulos anormales.

¢) Anti-Sm: presencia de anticuerpo conra ¢l antigeno nuclear
Sm.

d) Prueba serologica positiva falsa para sifilis, que haya sido
positiva por lo menos durante 6 meses y confirmada (como falsa)
por inmovilizacion del Treponema pallidun. o prueba fluorescente
de absorcion de anticuerpos del Treponema.

Un titulo anormal de anticuerpos antinucleares por
inmunofluorescencia o un ensayo equivalente en algiin momento y
en ausencia dc medicamentos que se pueden asociar con el
sindrome de “lupus inducido por medicamentos”.

Tan, Cohen .1982.

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

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

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

drgano y evoluciona a brotes, con periodos de actividad y otros de inactividad. Su

cardcter multisistémico y la gran variedad de sintomas en que puede manifestarse requiere

la aplicacion de un cuidadoso estudio diagnostico.

Esta variabilidad en las manifestaciones clinicas pueden deberse a que esta

entidad no es una enfermedad como tal sino un sindrome en el que caben etiofogias,

fisiopatologias y pronosticos diferentes, y un aspecto importante es la presencia de

determinados anticuerpos que se asocian de forma caracteristica a diferentes subgrupos

clinicos del LEG y que facilitan su individualizacion. (12)

10
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SUBGRUPOS CLINICOS DEL LEG.
SINDROME LUPICO INDUCIDO POR FARMACOS.

Numerosas sustancias pueden inducir en ¢l hombre un sindrome clinico
similar al LEG (Cuadro 3). Se ha comprobado que el sindrome ldpico inducido por
farmacos presenta ciertas caracteristicas diferentes del LEG clasico. Por ejemplo, este
sindrome normalmente remite tras la supresion del farmaco, se asocia con DR4 y su perfil
de autoanticuerpos es diferente (generalmente los pacientes no tienen anticuerpos anti-

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

El mecanismo por ¢l que ciertos farmacos pueden inducir la enfermedad es-
poco conocido. Se lia mencionado una interaccion o reactividad cruzada entre esos
medicamentos y los antigenos nucleares. Posiblemente el factor patogénico mds
importante en el desarrollo de este sindrome sea ef fenotipo acetilador en los enfermos.
Esto es particularmente importante en el caso de la hidralazina, que desencadena cuadros

lipicos con mayor frecuencia en los individuos acetiladores lentos.

CUADRO 3. FARMACOS INVOLUCRADOS EN LA INDUCCION DE LEG.

FARMACOS COMPROBADOS FARMACOS PROBABLES.
-Frecuentes -Fenitoina
. Procainamida - Carbamacepina
. Hidralazina - Penicilamina
- Poco frecuentes -Sulfasalazina
. Isoniazida - Carbonato de litio
. Clorpromacina - Bloqueadores beta
- Captopril
- Fenilbutazona

Font, Cervera (1993).




LUPUS NEONATAL.

Es un subgrupo clinico del LEG que se caracteriza por la aparicion de
diversas alteraciones transitorias, como lesiones cutdneas similares a las del lupus
eritematoso cutanco subagudo, hematologicas y visceromegalias. Por el contrario, no
resultan afectados ni el rifion ni el sistema nervioso central. Su incidencia es escasay es
mas frecuente en los recién nacidos de sexo femenino. Aunque habitualmente es
autolimitado, en ocasiones puede afectar el tejido de conduccion cardiaco y provocar

diversos grados de bloqueo auriculoventricular el cual es de naturaleza irreversible (1)

l.as madres de estos nifios generalmente padecen LEG u otra enfermedad
autoinmune y son portadoras de anticuerpos anti-Ro (SSA) o anti-La (SSB) y, en alguna

ocasion, sélo anti-RNP.

La mayoria de las pacientes con anticuerpos anti-Ro (SSA) tienen hijos sin
ningln tipo de alteracion, por lo que se cree que seria precisa la coexistencia de ciertos
antigenos HLA de clase HII. Se considera que esta afeccion es consecuencia del paso
transplacentario de anticuerpos maternos dirigidos contra antigenos celulares del tipo Ro
(SSA) y/o La (SSB). Se ha demostrado la riqueza de estos antigenos en los tejidos
cutineo y miocardico del feto. Las lesiones cutaneas suelen desaparecer a los 6 - 8 meses
de edad, coincidiendo con la eliminacion 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 expresion de la
enfermedad por lo que se refiere a la presentacion clinica, afeccion organica y patron
serologico. 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 delos 14 afios.
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En este grupo, la relacion mujeres/ varones no ¢s tan pronunciada como en
los adultos (7:1 en la infancia frente a 10:1 en edad adulta) y es mds frecuente como forma
de presentacion la aparicion de afeccion organica grave, sobre todo ncfropatia,
enfermedad neurologica, trombocitopenia y ancmia hemolitica. Un aspecto a destacar es el
retraso en que se incurre muchas veces hasta el diagndstico de estos pacientes,
probablemente debido a la ausencia de manifestaciones iniciales mas tipicas del LEG,

COMo eritema  y artritis.13).

LEG DE INICIO TARDIO.

El LEG de inicio tardio (después de los 50-60 afios de edad) engloba
aproximadamente al 10-15% de los pacientes con esta afeccion y puede constituir un

subgrupo distinto dentro de la poblacion lipica general.

La edad avanzada modifica también la expresion del LEG en cuanto a su
presentacion clinica y la gravedad. Los estudios mas recientes ponen de manifiesto que
estos pacientes no tienen una preponderancia tan marcada del sexo femenino (relacion
mujeres/varones de 5:1) y presentan una menor incidencia de las manifestaciones tipicas,
como eritema , fotosensibilidad, artritis y nefropatia, pero mayor incidencia de sindrome
seco y miositis, por lo que asemeja mas al cuadro clinico del Sindrome de Sjogren
primario o a la polimialgia reumdtica. Las anomalias serologicas son tan importantes como
en fos demas grupos, es menor {a frecuencia de hipocomplementemia y la elevacion de fos

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



expresion clinica y serologica mas atenuada en el LEG de los pacientes mayores podria
reflejar una senectud del sistema inmune. Debido a que en muchas scasiones no se piensa
en la posibilidad de LEG en un anciano, junto con la diferencia en la presentacion clinica,

¢l diagnostico suele demorarse o ser inicialmente errdneo a3
LEG EN EL VARON

A pesar del papel de las hormonas sexuales en la patogenia del LEG y de
las anomalias encontradas en su metabolismo en el vardn, esto se traduce solamente en
pequedas diferencias clinicas o biologicas en ambos sexos. De manera que parece exitir en
los varones una mayor incidencia de serositis (pleuritis y pericarditis) como manifestacion
inicial, mientras que durante la evolucion de la enfermedad es algo menos trecuente el
desarroflo de artritis y lesiones cutdneas. Por este motivo, aunque no parece justificado
considerar al LEG del varon como un subtipo independiente, si es cierto que las hormonas

sexuales pueden variar ligeramente la expresion de la enfermedad.
LEG SIN ANTICUERPOS ANTINUCLEARES.

El perfil inmunologico también influye en la expresion clinica del LEG.
Aunque la presencid de anticuerpos antinucleares es una de las caracteristicas mas
importantes de esta enfermedad, en aproximadamente un 5% de de los pacientes hipicos
no se detectan estos anticuerpos en ningtin momento de su evolucion. Los estudios mas
amplios de pacientes sin anticuerpos antinucleares presenta mas frecuentemente lesiones

cutaieas discoides o de lupus eritematoso cutaneo subagudo y fenomenos tromboticos (13)

LEG CON ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS.

Este es un subgrupo intensantente estudiado durante los dltimos afios y que
incluye aproximadamente el 10-20% de los pacientes con LEG. Se caracteriza por

presentar trombosis venosas y arteriales multiples, abortos y muertes fetales de repeticion
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y trombocitopenia. Oecasionalmente también pueden desarrollar otras manifestaciones,
como lesiones valvulares eardiacas, livedo-reticularis, corea y anemia hemolitica. La
coexisteneia de anticuerpos antifosfolipidos y las manifestaciones clinicas descritas han

recibido el nombre de sindrome de antifosfolipido (3114119,
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2. COMPLEJO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC).

El término de “histocompatibilidad™ se refiere a la participacion que los
antigenos del complejo de histocompatibilidad (MFC) tienen en el rechazo de organos y

tejidos.

La palabra “principal” se refiere a la presencia de rechazo de dérganos entre
individuos de la misma especie, que difieren en el MHC, el cual es muy rapido, en
contraste con el papel que tienen los antigenos secundarios de histocompatibilidad en los
que fas diferencias en ellos llevan a un rechazo de tipo cronico, el cual puede controlarse

mediante iInmunosupresion.

Se le Hama “complejo” porque agrupa a genes de funcion muy diversa,
como ¢l HLA, los genes del complemento, la enzima glioxilasa I, el factor de necrosis

tumoral (TNF) o y f3, la proteina 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 mas polimorficos del genoma humano, es decir que en la
poblacion general existen muchos alelos (formas diferentes) en cada locus genético. El
término de HLA proviene de sus siglas en inglés human leucocyte antigens, estos

antigenos 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 inmunitaria debe ser precisa, y para ello
depende de la interaccion de varios tipos de células; esta interaccion solo es factible

cuando los alelos del MHC en estas células son idénticos.



Esta “restriccion” comprende las interacciones, tanto entre linfocitos Ty B,
entre las células T y los macrofagos, como entre las células T citotoxicas y células blanco,

que hubiesen sido modificadas quimicamente o por infecciones virales.

La segunda caracteristica es que muchas enfermedades estan relacionadas
con antigenos HLA de manera exclusiva. Este hallazgo sugiere que los antigenos HLA por
si mismos (0 genes vecinos al HLA) tienen un papel preponderante en la susceptibilidad a

enfermedades ().

Los productos del MHC se han agrupado en tres clases I, 11 y III - basadas
en su estructura, origen genético y iuncion-. Las moléculas de clase I comprenden HLA- .
A, -B, -C; las de clase II, 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
MHC (C2,C4, BF), la 21 hidroxilasa (210H) - enzima que interviene en la biosintesis del
cortisol - y el factor de necrosis tumoral (TNF) o caquectina - proteina de accion
citostatica o citotoxica sobre las células tumorales, y moduladora del crecimiento y

actividad de dichas células (Fig. 1) (10,24,
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2,1 SUBREGIONES HLA A,B,C:
MOLECULAS DE CLASE 1.

Los alelos de los locus HLA-A y B fueron los primeros alelos del MHC
que fueron descritos. Aunque ya en los afios de la década de 1920 se habian observado
anticuerpos antileucocitarios humanos, no fué hasta la década de 1950 en que se inicio su
estudio sistematico. Jean Dausset fué 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 si lo hacian con
un porcentaje de leucocitos procedentes de individuos no emparentados y pertenecientes
al grupo sanguineo “0”. Poco después, Rose Payne describid que los sueros de pacientes
que habian presentado reacciones transfusionales febriles no hemoliticas contenian
frecuentemente leucoaglutininas que demostraban aloespecificidad. En 1958, Dausset
describio el primer aloantigeno HLA-MAC (Actualmente, HLA-A2 +A28) y demostro
que estaba determinado genéticamente. Inicialmente se creyd que todas las especificidades
leucocitarias eran el producto de un solo locus. Se establecio un modelo de dos locus,
cada uno con alelos muitiples por identificacion de los fenomenos de recombinacion que
separaban las dos series alélicas. Estas tltimas se denominaron primera o LA (actualmente
HLA-A) y segunda o serie cuatro (ahora HLA-B). Estos nombres provenian 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 recombinacion hasta 1975. Después del Taller Internacional de
Histocompatibilidad de 1975 (International Histocompatibility Workshop) recibio la

denominacion de HLA-C.(1
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ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DE
CLASE L.

Las moléculas de clase I, denominadas HLA-A, HLA-B y HLA-C en el
hombre, son heterodimeros que constan de una cadena pesada (44 kD) glucoproteica
transmembranar que consta de 337 aminodcidos (aa), asociada de modo no covalente con
f,-microglobulina (12 kD). La cadena pesada de la molécula de clase I ¢cruza la membrana
celular y se orienta con su aminodcido terminal sobre el exterior de la célula. La -
microglobulina estd relacionada con la region extracelular de la cadena pesada y es
necesaria para la expresion sobre la superficie celular. La zona extracelular de la cadena
pesada de clase [ (aa. | a 281) estd dividida en tres dominios denominados al (aa. | a 90),
a2 (aa. 91 a 180) y a3 (aa. 181 a 271). El dominio aminoterminal ol contiene un lugar
de glucosilacion a nivel del residuo de asparagina en la posicion 86. Los dominios a2 y o3
contienen cada uno asas disulfuro de 63 y 86 aa. respectivamente. El segmento
transmembranar, de 24 aa. (282 a 306), es sobre todo hidrofobico, mientras que el
segmento carboxilo-terminal intracelular de la molécula consta principalmente de residuos
hidrofilicos con un cumulo de residuos basicos adyacente a la superficie citoplasmatica de
la membrana celular (aa. 307 a 337). Se ha observado que otras moléculas unidas a la
membrana tienen agrupamientos similares de residuos basicos, que, segin se cree, fijan la
molécula a la membrana por interacciones de su carga con la carga negativa de dicha
membrana. La porcion citoplasmica de la molécula puede sufrir fosforilacion a nivel de
residuos de serina, que tedricamente podrian transmitir sefiales durante la respuesta

inmune.

Al estudiar la cristalizacion de la molécula de clase I se abrieron nuevas
perspectivas sobre la forma en que la molécula de HLA interacciona con el antigeno
(Bjorkman 1987). La estructura de la molécula consta de dos pares de dominios

estructuralmente similares: o1 tiene la misma configuracion terciaria que a2, hecho que se
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repite en a3 y ;- microglobulira. Los dominios de estas dos tltimas se componen ambos
de dos laminas con plieges (3 antiparalelos: uno con cuatro filamentos y el otro con tres,
conectados por un puente disulfuro; estos dominios interaccionan mutuamente a través de
las liminas con plegamiento f3, y su estructura se asemeja estrechamente a la descerita
para la region constante de las inmunoglobulinas. Los lados y el fondo del surco estin
constituidos por cadenas laterales de los aminodcidos y comprenden las hélices y las
laminas con plegamiento B, situados en el fondo del surco y en las regiones helicoidales,
desempefian un papel en la union de los [ragmentos 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 [ se define por el uso de:

[. Anticuerpos especificos clase I (aloantisueros y anticuerpos monoclonales).

2. Linfocitos T citotoxicos que reconocen y destruyen in vitro {a respuesta a moléculas de
Clase I extrafias o alogénicas.

3. Concentracion isoeléetrica de moléculas aisladas de clase 1.

4. Secuenciacion de los genes de clase 1.

Gran parte del polimorfismo de los genes de clase | surge de las diferencias
en la secuencia de aminodcidos agrupados en los dominios «t1 y a2 de fa cadena pesada
(Parham, 1988). En o modelo tridimensional de la molécula de clase 1. los residuos
variables forman el surco de union antigénica (Bjorkman, 1987). La variabilidad en la
secuencia de aminoacidos en estas regiones, que sc encuentran en los productos alélicos
de clase I, pucde afectar la union de determinados fragmentos antigénicos al comienzo de

la respuesta inmunitaria. Ef dominio 3 se mantiene muy conservado (22.24)
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Figura 2, ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS CLASE L (Thorpe)

Figura 2. €l recuadro (a) muesira una representacion grafica molecular de la estructura de la molécula
de clase |, HLA-A2 que fué desprendida de la superficie celular mediante la enzima papaina. E! esquema
(bY muestra la estructura secundaria, el esquema (d) la estructura esquemdtica. En el diagrama (c) se

muestra la molécula en una vista desde arriba. Fotografla realizada por C. Thorpe (150).
23 GENES DE CLASE L

l.as cudenas pesadas son codificadas dentro del MHC en el brazo corto del
cromosoma 6y son muy polimorficas, mientras que la - microglobuling esta codificada
encl cromosoma 15y no se ha observado que sea polimorfa en el hombre. Actualmente
existen mis de 27 alelos del focus A, mas de 57 de locus B y 11 def focus C ) y ha sido
posible identificar liasta 20 locis adicionales de esta clase, tales como HLA-E, mediante
clonacion de genes, No estd claro todavia si estos genes adicionales se expresan como

productos de proteinas, por lo que se consideran pseudogenes.

El gen tipico de clase I estd codificado por los exones que corresponden a
los segmentos defa molécula. El primer exon codifica la region 57 no traducida y un
péptido delantero hidrofobico. Los exones 2 a 4 codifican los tres dominios extracelulares;
el 5, la region transmembranar; el 6 y 7, la region citoplasmica, y el 8, 1a region 3’ no
traducida, incluido el sitio de adicion poli(A) qo). Las moléculas de clase 1 se expresan en

la mayoria de las células nucleadas del organismo, asi como las plaquetas (Figura 3) a1.8).
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FIGURA 3. Representacion esquemdtica de un gen de clase L

2.4 SUBREGIONES HLA-DR, DQ, DP:
MOLECULAS DE CLASE IL

Los antigenos de clase 11 humanos se reconocieron por vez primera por su
capacidad de estimular las célufas T alogénicas en un cultivo linfocitario mixto (CML).
Durante el Taller Internacional de Histocompatibilidad de 1975, se empled el CML para
definir las series alélicas HLA-D. Debido a que los cultivos linfocitarios mixtos requerian
un plazo de 7 dias par completar todo el proceso, se busco un método de deteccion
serologica rapida de HLA-D. En 1975 se averigud que los aloantisueros contenian
anticuerpos frente a las moléculas estrechamente relacionadas con las especificidades
previamente identitficadas como HLA-D mediante técnicas celulares. Después del Taller
Internacional de Histocompatibilidad de 1975, estas especificidades serologicas se

denominaron DR (D-related = en relacion con D), por haberse observado que HLA-D y
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HLA-DR estaban relacionados entre st (sin ser idénticos). Por mzdio de otros reactivos
seroldgicos, junto al empleo de téenicas genéticas ¢ inmunoquimicas, se identificaron
nuevas moléeulas de clase 1 (MB1-3, MT1, DC-1 [ahora denominadas DQwli-3], M12
[ahora, DRwS2] y MT3 [actualmente DRwS3] ). Mediante téenicas celulares se identifico
aun otra molécula de clase Il hacia fines de la década de los 70. Estas moléculas
(denominadas ahora DP) recibicron inicialmente el nombre de antigenos secundarios de las
células B (SB), debido a que eran generalmente débifes, o no dotectables, en un CML
primario y requerian una fase secundaria de estimulacion en el cultivo para ponerlos de
manifiesto. Los productos alélicos DP no se encuentran todavia bien definidos

serologicamente ( Figura 1). a1.19.24).

2.5 ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS
DE CLASE {1.

Las moléculas de clase {I HLA-DR/DQ/DP son heterodimeros que se
componen de dos glucoproteinas transmembranales asociadas de manera no covalente:
una cadena o (33- 35 kD) y otra B (26 - 28 kD) (Kaufman, 1984; Brown, 1988). A
diferencia de las moléculas de clase I, ambas cadenas del heterodimero se encuentran
codificadas dentro del MHC. Las dos cadenas polipeptidicas cruzan la membrana celular y
se orientan con sus-terminales amino sobre el exterior de la célula. Las regiones
extracelulares de los polipéptidos o y B estan divididas en dos dominios, denominados ol
y a2, Bl y B2, cada uno de los cuales consta aproximadamente de 90 aa. La cadena o
contiene dos residuos de hidrato de carbono: un polimero de manosa y un glicano de tipo
complejo, en los aminoacidos 78 y 118, respectivamente. Las cadenas [} poseen un
oligosacarido de tipo complejo en el aminodcido 19. Los dominios a2 y 2 de las cadenas

oy B, proximales a la membrana, se¢ hallan muy conservados y son homélogos a las

o
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regiones constantes de las inmunoglobulinas. Una region cuya longitud aproximada es de
12 aminoacidos, conecta el segundo dominio extracelular con la region hidrofébica
transmembranar (23 aminoacidos) y con un pequeiio dominio intracitoplasmico (8 a 15
aa). Basindose en las similitudes existentes en la estructura primaria, se cree que las
moléculas de clase I adoptan una disposicion tridimensional semejante a las de clase |
(Brown 1988) (Figura 4). Durante la biosintesis, las moléculas de clase 11 se asocia
intracelularmente con una tercera glucoproteina no polimérfica, conocida como cadena
invanante, y con una molécula de proteoglicano azufrado. Todavia no se conoce bien la

funcion de este intermediario biosintético (Figura 4) q9.23)

Al igual que las moléculas de clase I, las de clase 11 son altamente
polimortas. Este polimorfismo esta definido por:

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

2. Células T aloproliferativas que renoconocen in vifro y proliféran en respuesta a
moléculas extrafias de clase DR;

3. Concentracion isoeléctrica, y electroforesis bidimensional en gel, de moléculas aisladas
de clase 11,

4, Hibridacion empleando endonucleasas de restriccion, mediante sondas especificas del
locus (técnica que detecta el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion [RFLPY);

5. Hibridacion de genes de clase 11 con sondas de oligonucleotidos aleloespecificas (SSO).

6. Amplificacion de genes de clase Il con iniciadores secuencia especifica (SSP).

7. Secuenciacion de los nucleotidos de los genes clase H am,
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Figura 4. La estructura de las moléculas de clase I s semejante a la de las moléculas de clase |,

Las moléculas de clase Il estan compuestas de dos cadenas glicoproteicas transmembranales como se muestia
esquematicamente en el esquema (d). El esquema (a) muestra la representacion comptarizada de la molécula de HLA clase
{l (en este caso la protefna HLA-DR1), el esquema (b) muestra el diagrama equivalente de la vstructura 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 I,

Las cadenas o y } de las moléculas de clase II estar codificadas en 1. 100
kilobases del complejo MHC (Korman, 1985; Bell, 1985). La region comprende tres
subregiones - DR, DQ y DP -, cada una de las cuales cadifica al menos un gen expresado
o y B. Otros genes de la region son pseudogenes, o bien no se han detectado sus
productos de expresion. Las comparaciones de secuencias sugieren Ja existencia de una
serie de duplicaciones de los genes durante la evolucion de este complejo genético. La
division original did lugar probablemente a los genes primordiales o y B. Otras
duplicaciones mas recientes generaron las subregiones DR, DQ y DP, seguidas de otra

duplicacion para obtener los pares a/f} dentro de las subregiones (Figura 5).

Un gen tipico contiene § exones que codifican: 1) la region no traducida 5°,
la secuencia de sefiales y los primeros aminoécidos del polipéptido maduro; 2) el dominio
al; 3) el dominio a2; 4) el polipéptido de conexion, la region transmembranar, la cola
citopldsmica y una porcion de la region 3’ no traducida incluida la sefial de adicion poli-A.
Un gen tipico de la cadena 3 es similar al de la cadena «, pero posee un exon extra para la

cola citoplasmica (11,18).
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2.6.1 SUBREGION DR.

La subregion DR codifica una o dos moléculas DR, segin el haplotipo.
Algunos haplotipos, como DRIy DRS, expresan un solo gen [} DR, mientras que la
mayoria de los haplotipos DR restantes expresan dos productos de los genes $-DR. La
subregion contiene un solo gen expresado de | cadena 0-DR, que es casi idéntico en los
distintos haplotipos, Los cuales difieren en una sola sustitucion conservadora de un

aminodcido, en el dominio citopldsmico.

El gen 3-DR mas centromérico, DRB1 codifica una cadena §3 notablemente
polimorfa que, al asociarse con la cadena a, presenta especificaciones serologicas DR1-
DRwI8. Esta molécula suele ser la predominante de clase Il sobre la superficie celular, ya
que constituye aproximadamente el 65% de todas las moléculas de esta clase en dicha
superficie. Existen multiples diferencias secuenciales en los dcidos nucleicos y por o tanto
en los aminodcidos, de los productos alélicos DRBI; sin embargo, las diferencias se
localizan principalmente en el dominio aminoterminal B y se agrupan en tres regiones

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

El gen B-DR localizado junto al gen o se exnresa por parte de algunos
haplotipos de clase 11 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 sc denomina DRwS3 y es invariable en la
secuencia de aminoacidos entre estos haplotipos (Cuadro 4). En las células que expresan
DR3, 5y 6 esta segunda molécula recibe el nombre de DRwS52 expresados por diferentes
haplotipos DR puede diferir ligeramente en la secuencia de aminoacidos de la cadena §.
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 seroldgicos DR2. (10, 11,13, 24,
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CUADRO 4, ASOCIACIONES ENTRE LAS ESPECIFICIDADES
SEROLOGICAS DR,

DRwS2 DRw33
DRw17(3) DR4
DRw18(3) DR7
DRw!1(5) DR9
DRw12(5)

DRw§
DRw13(wo0)
DRw14(wo)

2.6.2 SUBREGION DQ.

Existen dos genes o y 3 codificados en la subregion DQ. Una serie de
genes 2 y f3 que portan las especificidades serologicas DQw1 - 9. Las moléculas DQ
representan aproximadamente el 15 % de las moléculas de clase Il sobre la superficie
celular Las diferencias entre los productos alélicos DQAI estan distribuidas por todo el
primer dominio, con un foco de variabilidad en la region que codifica los aminoacidos 45 a
56. Las diferencias entre los productos alélicos DQBI1, como DRBI, se encuentran
agrupadas. Debido a que tanto DQAT como DQB1 son polimorfos y pueden asociarse en
posicion frans o cis, los heterocigotos son potencialmente capaces de expresar cuatro
moléculas DQ diferentes sobre la superticie celular. Las moléculas DQ que transportan la
misma especificidad serologica DQ se encuentran asociadas a diversos haplotipos DR.
Cuadro 5. Aunque estas moléculas llevan la misma especificidad serologica, pueden estar
compuestas estructuralmente de diferentes cadenas o y 3. Asi por ejemplo, las moléculas
codificadas por los haplotipos DRw15 (2) y DRw13 (w6) difieren en cuanto a la secuencia

de aminoacidos. La segunda serie de genes o. y P en la subregion DQ, DQA2 y DQB2
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(denominada a veces DX), son miv similares en su estructura a los genes DQAT y DOQBI;

sin embargo, no se conoce bien sie s tosgenes expresan un producto funcional (10,11 13)

2.3 SUBREGION DP.

La subregion DP cordifica también dos series de genes « y 3. Una serie
codifica el producto DP de las poteins y la otra esti compuesta por psendogenes. En la
actuafidad, la Asociacion Intemacioml para la upificacion de HLA sélo acepta 6
espectficidades DP; sin embargo, ¢l anilisis secuencial del DNA ha permitido identificar al
menos 14 alelos del sistema DP. T polimorfismo de DPAT esta limitado a tan solo unas
pocas formas alélicas. La cadem D PBI es mas polimorla, y su variabilidad se encuentra
agrupada en 5 regiones que codifica i alos aminodcidos 8 a 11, 35 236,554 57,65a69y .
84 a 88 (Bugawan, 1988). Los aiclos de DPB1 comparten desde ninguna secuencia
(DPwI frente a DPw2) a 4 de dlas (DPw3 frente a DPw6), en estas regiones variables.
Debido a estas secuencias comg>arlidas de aminoacidos, raramente se encuentran
aloantisueros monoespecificos que <tefinan alel..; DP. El nivel de expresion de DP sobre la
superficie celular es muy bajo (% deltotal de moléculas expresadas de clase I1), y estas
moléculas suelen detectarse mecliante reactivos para la tipificacion de linfocitos

estimulados.

Las moléculas de <lase II se expresan sobre las células del sistema
innunitario, incluidos los macrifagoes, las células dendriticas, los linfocitos B y los

linfocitos T activados o, 11, 18, 29

27 OTROSGENES DE CLASE I

Se han descrito alme nos otros dos genes de Clase II, DZ (o DN)-a y DO-
f. No sc sabe ain si estos gees se expresan como productos proteicos, aunque es
probable que, st se codifican unacacdemoe y una B en estos dos locus, no constituyan una

pareja of3.
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2.8 REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS
GENES DE CLASE 1L

Los genes de clase 11 se expresan coordinadamente en las células linfoides,
y pueden ser inducidas por laaccion del interferon-g en la mayoria de tipos celulares. Las
moléculas de clase  se modulan también por otras citocinas, como la interleucina 4 (1L-
4), el factor de necrosis tumoral (TNF) y las protaglandinas liberadas por las células T
durante el reconocimiento del complejo MHC-antigeno. En todos los genes de clase II se
encuentran dos o mas secuencias de DNA altamente conservadas, en una region que
provee las secuencias de codificacion. En dichas secuencias se unen las proteinas gue
regulan la expresion de los genes de clase 11 Se han descrito mutaciones, algunas de las
cuales afectan las secuencias reguladoras, que simultineamente eliminan la expresion de
todos los genes de chse I, lo que da lugar a un forma de inmunodeficiencia grave

combinada (10, 11, 18),

2.9 DESEQUILIBRIO DE UNION EN

LLA REGION DE CLASE 1L

Ciertosalelosde DRy 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.¢jem. DRwil, DQwl; DRw9, DQw9
[w3]) difiere notablemente entre subpoblaciones de origen africano y euroasiatico. Es
comuin la union de losloci DP y DR/DQ, lo que da fugar a asociaciones mucho mas laxas

entre los alelos DR/DQy DP, excepto en el caso de una asociacion entre DPwl y DRwl7
()
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CUADRO 5. ASOCIACIONES DR/ DQ COMUNES.

DOwI DQw2 DQw3 DOQwd,
DRI DRw17(3) DR4 DRwI8 (3)
DRw15 (2) DR7 DRwl1 (5) DR4
DRwl6(2) DR9 DRwI2 (5) DRwS§
DRw13 (wo) DR7

DRwl14 (w6) DRwS

DRwl! (5) DRwI3 (6)

DRw8

2.10 MOLECULAS DE CLASE 1IL

Aunque las moléculas de las clases 1y Il se distinguen por las similitudes
estructurales y funcionales compartidas por los miembros de cada clase, las moléculas de
clase 11l pueden definirse solamente como “ni I, ni 1 “ debido a que sus genes o
productos no tienen caracteristicas comunes (Alper, 1984). Las proteinas C2 y C4 de la
via clasica del complemento, y el factor B (BF) de la via alterna estan codificados en una
region de 120 kb de DNA genomico, a unos 300 kb desde HLA-DR y a 650 kb desde
HLA-B. C2 y el factor B muestran una considerable homologia en la secuencia de
aminoacidos y comparten una serie de caracteristicas fisicoquimicas y funcionales, lo cual
sugiere que ambos genes surgen por duplicacion conjunta de un gen antecesor semejante
al factor B. Los dos son proteasas de serina (pertenecientes a la familia SERPIN de las

proteinas plasmaticas) e intervienen en la mediacion del desdoblamiento de C3 durante la
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activacion de las respectivas vias. C4, estd relacionado con C3 y €2 ademas, en virtud de
que contiene un enlace tiodster interno muy reactivo, tiene relacon con €3y con el
inhibidor de la proteasa cty- macroglobulina, aunque ¢l gen para C3 esta unido de forma
laxa al MHC en el raton, en el hombre se encuentra sobre un cromosoma completamente
distinto det MHC (cromosoma 5). El C4 humano estd codificado por dos locus attamente
homotogos, denominados C4A y C4B. En posicion 3’ junto a cada locus C4 existe un
locus para el citocromo P450-21 hidroxilasa, esteroide suprarrenal, conocida
habitualmente como 21 hidroxilasa o 210OH . Se ha observado que 19 genes para el factor
de necrosis tumoral (TNF) « y B3, estan localizados también en el VIHC y se encuentran

situados a 250 kb del HLA-B en direccion centromeérica (11,17
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3. NOMENCLATURA,

La terminologia del HLA es designada por un comité de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), basandose en los resultados de Simposios Internacionales en
los que se intercambian los reactivos de tipificacion entre los laboratorios participantes. La
nomenclatura adoptada en 1975 se modifico ampliamente en 1987, Después del 10° Taller
Internacional de Histocompatibilidad, se puso especial énfasis en la nomenclatura de la
region HLA-D. Todos los genes de la region HLA-D estin:
1. Prefijados por la letra D.
2. Seguidos por una letra que indica la subregion (definida por la posicion y similitud de
los genes dentro de una subregion, p.ejem. R, Q o ).
3. Seguidos de las letras A o B para indicar los genes de las cadenas o, o 3 (o secuencias
relacionadas en el caso de los pseudogenes).
4. Un nimero cuando existe mas de un gen (o pseudogen) de dichas cadenas en una

subregion.

A los nuevos genes de la region de clase I se les otorga designaciones de
una sola letra en secuencia, con omision de la D y con el prefijo HLA. Las asignaciones
provisionales otorgadas por el simposio para las especificidades consisten en una “w” que
precede al nimero. Después de cada Taller Internacional de Histocompatibilidad, se
definen diversas especificidades antiguas, al irse refinando la definicion, hasta que
finalmente los reactivos logran definir un solo producto alélico. La defmicion mas
restiingida de la especificidad se denomina especidad subtipica; las especificidades mas
amplias y compartidas se califican de supertipicas. Por ejemplo, B44 y B45 son

especificidades subtipicas de la especidad supertipica B12.

Varios productos alélicos diferentes definidos por sus secuencias de
nucledtidos presentan una especificidad (inica serologica o celular. Dado que la definicion
fundamental de un alelo estd establecida por la secuencia de nucleotidos de un

determinado gen, se desarrollo una nomenclatura para especificar estos alelos, definidos
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molecularmente, pero no desde los puntos de vista serologicos ni celular A cada alelo
definido por una secuencia de nucleotidos se le otorga un nimero exclusivo, depués de un
asterisco que viene, a su vez, a continuacion del nombre dado por el gen. Los primeros
dos digitos describen la especificidad serologica mas estrechamente asociada, y los dos
siguientes completan el namero del alelo. Ello permite conservar lo mas posible la relacion
entre los alelos y las especiticidades serologicas. Asi las designaciones formales de los
alelos correspondientes a las variantes refacionadas con HLA-A2, definidas por el analisis
secuencial de nucleotidos son: A*020F, A*0202, A*0203 y A*¥0204. lLos criterios para
aceptar una secuencia confirmada incluyen el poner a disposicion general, por ¢jemplo, en
bases de datos:

1. El gen clonado a partir del cual se derivo la secuencia.

2. La fuente de células a partir de donde se derivo el gen clonado.

3. Lasecuencia de nucleotidos del gen, o si no es posible, la secuencia de aminoacidos del

producto alélico.

Obsérvese que no existe ningin 4 o 6 en las series alélicas A o B; ello se
debe a que estos nimeros se reservaron para el sistema leucocitario 4a, 4b, que se estaba
investigando durante la época en que se desarrollo el sistema original de la nomenclatura,
en 1967. Tan solo hasta 1977 se realizaron experimentos en los que se demostré que las
especificidades 4a (ahora Bw4) y 4b (ahora Bwo) residian en la misma molécula que las
subtipicas del locus B, pero ¢n un lugar diferente. Asi pues, Bw4 y Bw6 son un sistema
dialélico, y todas las moléculas del locus B llevan caracteristicamente ya sea la

especificidad w4 o la w6. ).

Hasta 1995 se han reportado 41 alelos del locus A, 61 del locus B, 18 del
locus C, en el locus D: 106 para DRBI, 4 para DRB3, 5 en DRB4, 5 para DRBS, [ para
DRA lo cual indica que este gen no es polimorfico, 26 para DQBI, IS para DQAI1, 59 de
DPBI, 8 de DPALI, 4 para el locus DMA, 4 del locus DMB, asi como 4 para TAPI, 3 para
TAP2y 2 para LMP2. a5t
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4. GENETICA DEL HLA.

Aun cuando existen muchos alelos en los locus de HLA, todo el grupo de
genes o HAPLOTIPOS  se hereda como unidad (en un mismo :romosoma) en forma
codominante. Por consenso general, los dos haplotipos del padre se designan como ay b
y los dos genes de la madre como ¢ y . Los hijos por lo tanto podrin ser ac, ad, be o bd.
Cuando dos hijos heredan los mismos haplotipos (es decir, si son bc y bd) se dice que son
haploidénticos, y si no comparten ninguno (o sea si son ac y bd) se dice son haplodistintos

(8).

Los cuatro genes del complemento en poblaciones de haplotipos,
investigados en estudios de familias, muestran un significativo desecuilibrio de entace. 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 BF, C2, C4A
y C4B. Asi, BF*S, C2*C, C4A*QO, C4B*1 es un complotipo que de modo abreviado se

conoce como SCOI o).

Se conoce, desde 1967, que ciertos antigenos HLA, al mismo tiempo que
son caracteristicos de una poblacion (o sea, tienen una frecuencia elevada), practicamente

1no existen en otra.

Los estudios de HLA en los Talleres Internacionales han permitido estudiar
poblaciones tan disimbolas como los pigmeos africanos y los esquimales, los sherpas de
Nepal, los indios americanos, los aborigenes australianos, y en forma exhaustiva los

diferentes grupos orientales.
Algunos antigenos como el A2 y B35 se encuentran en, practicamente

todas las poblaciones; otros, como el Al, A3, B8 y B27, caracterizan a caucasicos y

negros y rara vez sc presentan en orientales.
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Ciertos antigenos son distintivos de la poblacion negra como ef B45, y el de
los individuos chinos es el B46.

En la poblacion caucisica, ciertos haplotipos son  extremadamente

frecuentes, como el A1-B8-DR3 o ¢l A3-B7-DR2.

La ocurrencia de antigenos con una frecuencia mayor a lo esperado dadas
sus frecuencias individuales, se les conoce como “desequilibrio de enlace”. Las causas de
este fenomeno son muy diversas, y catre cllas deben considerarse: expansion de la
poblacion, migracion, mezcla reciente de poblaciones heterogéneas (falta de tiempo para ¢l
desequilibrio), etc. pero también debe examinarse la posibilidad de que la seleccion natural

sea la causa del desequilibrio de algunos de ellos ).
4.1. HAPLOTIPOS EXTENDIDOS.

A los haplotipos extendidos que muestran desequilibrio de enlace entre
alelos de los loci det sistema HLA y los complotipos, se les llama “haplotipos extendidos”

para distinguirlos de los haplotipos que no incluyen todos los genes.

En la poblacion caucasica, los haplotipos extendidos constituyen el 30% del

total de los haplotipos.
Su importancia clinica se debe a que varias enfermedades se acompafian de
estos haplotipos extendidos y, ademds porque cada grupo étnico posee haplotipos

extendidos que le son exclusivos y por lo tanto caracteristicos.

La cuadro 6 muestra haplotipos extendidos (haplotipos en desequilibrio de

enlace) en varios grupos étnicos.
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CUADRO 6. HA

ITIPOS EXTENDIDOS.

Caucasicos

Japoneses

Mexicanos

B8, DR3, SCO!
B7,DR2, SC31

B44, DR7, FC31
B44, DR4, SC30
B57, DR7, SC61
B38, DR4, SC21
B62, DR4, SC33

B53, DR2, SC20
BS54, DR4, SC35
B44, DRI3, TC31
B7, DRI, SC31
362, DR4, SC31
B46, DR8, SC42
Bo61, DR9, SC31

B335, DR4, SC31
Blo, DR2, SC31
Bo0, DR4, SC31
B35, DR8, SC42
314, DR1, SC21
B1o, DRS, SC32
Bol, DR4, SC31

Granados J. (9)

Desde el punto de vista funcional, recientemente s¢ demostrd que dos
individuos no emparentados, pero que comparten un haplotipo extendido, tienen un grado

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

5. ASOCIACION DEL MHC CON
ENFERMEDADES.

EI MHC es el sistema mas complejo y polimorfico conocido en el hombre,
Ademas de su reconocida importancia en la aceptacion 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 inmunologica o autoinmune. Algunas
enfermedades ocurren mas frecuentemente en individuos que llevan genes particulares del
MHC. Lilly en 1964 fué el primero en descubrir que el MHC en el raton (H-2) contiene
los genes que confieren resistencia a el virus de la leucemia murina de Gross (Rgv-1). Mas
tarde McDevit, Sela y Benacerraf (1969) demostraron que la respuesta inmune estaba

genéticamente controlada en ¢l raton y en el cobayo.
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En el humano, el primer reporte de una asociacion débil entre HLA y
enfermedad de Hodgkin fu¢ efectuado por Amiel en 1967, Aunque a partir de ¢sta fecha
se empezod a estudiar la asociacion de algunas enfermedades con los antigenos HLA,
fueron los estudios de Brewerton y Schosstein en 1973, que revelaron uva tuerte
asociacion entre la espondilitis anquilosante y el antigeno clase | HLA-B27 presente en
95% de los pacientes y en solo el 5% de los individuos sanos, lo que inicid una avalancha
de estudios de asociacion entre el sistema HLA y la susceptibilidad a varios cientos de

enfermedades (de Vries 1995).

Posteriormente, junto con la mejor caracterizacion del locus D diferentes
estudios permiticron descubrir que la asociacion entre HLA y algunas enfermedades era
mas fuerte con los antigenos de clase 11 (DR). En la actualidad el estudio de otros
antigenos de clase H como DQ y DP asi como otros genes del sistema HLA (TAP y LMP)
han hecho necesario que se mvestigue si estos genes podrian ser responsables de la
asociacion, esto es que se encuentren mas fuertemente asociados con las enfermedades

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

La asociacion del sistema HLA con diferentes enfermedades se han
clasificado en dos formas. La primera esta basada en los mecanismos de patogénesis, que

incluyen a las enfermedades:

a) de etiologia no autoinmune (deficiencia de 21-hidroxilasa),

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

¢) de etiologia desconocida (narcolepsia).

La segunda clasificacion se realizo en base a la asociacion con los diferentes
antigenos HLA, asi las enfermedades asociadas a los antigenos de clase I quedan incluidas

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



asociadas a los antigenos de clase 11 que incluyen enfermedades de origen autoinmune,

relacionadas especialmente con el locus HLA-DR v en las enfermedades asociadas con

antigenos de clase 11 que incluyen deficiencas de C2, C:by 21 OH (Lechler 1994, Vargas

- Alarcon y Granados 1993).

Existen fundamentalmente dos  métodos de estudios que son empleados

para investigar la relacion entre HLA y enfermedlad:

(%]

. Estudios en poblacion abierta. La mayoria de los estudias de asociacion entre HLA

y enfermedad son estudios de poblacion ahierta en los cuales fas frecuencias antigénicas
HLA en un grupo de pacicntes no rchcionados se compara con las frecuencias
obtenidas en un grupo testigo. Ambos grupos deben de consistir en individuos no
consanguineos, pertenecientes al mismo grupo étnico y que incluyan individuos del

mismo rango de edad, nivel socioeconomice y sexo.

Estudios familiares. En ¢éste método se travestiga si el gen de susceptibilidad a la
enfermedad se hereda dentro de la famila ligado a un haplotipo MLA. Los estudios
familiares aunque son mas informativos y jexruiten relacionar una enfermedad tanto con
genes del sistema HLA como con genes o HLA en desequilibrio de enlace con genes
HLA, gencralmente son mas dificiles de realizar y solo se realizan una vez que se ha

encontrado una asociacion por estudios dep o blacion abierta.

Resulta esencial en estos estulios tener claros los criterios de nclusién de

pacientes y controles. La prevalencia de la enfermedad usualmente determina el nimero de

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

obtenerse rapidamente, en enfermedades mis rams resulta necesario incluir pacientes de

diferentes regiones. Como regla general al merzos SO pacientes deben ser incluidos, sin

embargo, el nimero puede ser menor pama cfermedades raras, particularmente si



i

presentan una fuerte asociacion con un antigeno HLA y sobre todo si existe la posibilidad

de efectuar estudios familiares que suelen ser mas informativos.

Deben de tenerse en cuenta la heterogeneidad clinica (p. ejem. en LEG) y
los aspectos epidemiologicos de la enfermedad en estudio (p. ejem. prevalencia de la

enfermedad en diversos grupos étnicos y de diversas dreas geograficas)s)

Las enfermedades asociadas con el sistema HILA generalinente presentan
las siguientes caracteristicas: son de etiologia desconocida, tienen tendencia a la
cronicidad y presenta alteracion de procesos inmunologicos. ademas de que pueden

presentar un agrupamiento familiar y aparecer mas de un caso entre consanguineos.

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

mecanismos de asociacion entre HLA y enfermedad:

I. Similitud wmolecular entre antigenos HLA y antigenos de agentes infecciosos:
Ebringer en 1976 encontro que Klebsiella sp. estaba presente en pacientes con
espondilitis anquilosante, posteriormente Seager en Australia demostro que anticuerpos
contra algunas cepas de Klebsiella sp. reaccionaron con los linfocitos solo en pacientes
que tuvicran HLA-B27 y espondilitis anquilosante, demostrando claramente la
existenciade determinantes antigénicos comunes entre el HLA-B27 y algunas cepas de
Klebsiella sp. En base a estos resultados es posible explicar {a susceptibilidad como

debida a reaccion cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antigeno del

sistema HLA .

2. Modificaciora de Ia estructura de los antigenos HLA: Una infeccion o agente
quimico puede afectar a un individuo en su capacidad de producir una respuesta

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

autoinmune contra las células alteradas capaz de generar una enfermedad.

Antigenos de HLA como reeeptores: Los antigenos HLA pueden actuar como
receptores a algunos agentes infecciosos o a sus productos antigénicos, y de esta forma
se establece el desarrollo de la enfermedad. Heleniud ha mostrado que antigenos HLA-

Ay HLA-B sirven como receptores para ¢l virus Semliki forest.

Deficiencias en la respuesta inmune: Los antigenos del sistema HLA participan en la
regulacion de la respuesta inmune, por lo tanto, cualquier transtorno que se manifieste
como aumento o defecto en la respuesta inmune podria involucrar a los antigenos HLA

y explicar asi su asociacion con predisposicion a la enfermedad.

Deficiencias de los antigenos HLA clase IIL Las deficiencias de los antigenos de
clase IH pueden estar en desequilibrio génico con otro antigeno HLA, por ejemplo: la
deficiencia de C2 en LEG se ha encontrado asociada con DR3 y en la hiperplasia
adrenal congénita existe una asociacion entre el defecto en el gen CYP21 de la 21-

hidroxilasa y el antigeno HLA-B47 (Thorsby 1995). (1,122
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6, ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS.

En los reportes de las frecuencias de alelos de MHC es necesario conocer si
existe un aumento significativo de determinado alelo en individuos que presentan alguna
enfermedad cun respecto a la frecuencia encontrada en la poblacion normal. Para este tipo
de analisis se emplea el método propuesto por Woolf en 1955 y que fu¢ posteriormente

moditicado por Haldane.

El analisis de datos con respecto a un antigeno particular ( p.¢jem. Al, A2,

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

Numero de individuos.

Positivos para el antigeno Negativos para cl antigeno

Pacientes a b

Controles C d

La incidencia de enfermedad en un individuo positivo para el antigeno es
a/c X una constante y para individuos negativos para el antigeno es b/d X una constante.

La incidencia relativa, X fu¢ definida por Woolf como:

_ale _ab

1\/-—" ——— =
bld cd

(1]

En la literatura sobre HLA y su asociacion con enfermedades se ha

empleado el término de riesgo relativo para describir X.
El riesgo relativo indica cuantas veces es mas frecuente la enfermedad en

individuos positivos para un antigeno en comparacion con individuos negativos para el

mismo antigeno.
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Cuando X es <1 el antigeno es menor en los pacientes. Sin embargo el
valor caleulado de X puede no ser significativamente diferente de la unidad, entonees es
necesario emplear:

y = log, X [2]

L.a varianza de la muestra (V), en funcion de y es:

y, weselpesode y

R (4]
v

Xig=wy' 15]

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

probada mediante una X con | grado de libertad.
Si esta X” es 3.84, se concluye que es riesgo relativo es significativamente
diferente de | y el antigeno estd 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 antigenos HLA, con frecuencia algunos de los valores

para a, b, ¢ y d son casi cero. Los nimeros pequefios en la formula anterior puede
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introducir un sesgo en la estimacion del riesgo relativo. Esto también ocurre cuando todos
los pacientes son positivos para un antigeno (b = 0) | o bien que no existan individuos del
grupo control positivos para el antigeno (¢ = 0), el riesgo relativo no puede definirse
mediante la formula de Woolf En estas situaciones debe emplear la moditicacion de

Haldane. Con esta modificacion el riesgo relativo es:

v Qaredsh
(2c+1)(2b+1)

El valor de y es:

J:l y FEEA 7
vl o Ny

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

! ] 1 !
= + + +
a+t b+l e+l d+1

,,7

(8]
y al igual que en la formula de Woolf,
W= 1; [9]

legﬁwyz' [10]
NIVEL DE SIGNIFICANCIA Y VALORES DE p.
Si el valor calculado de X* en la ecuacion [10] es >3.84 entonces se

concluye que el riesgo relativo es significativamente diferente de 1 (el antigeno esta

asociado con la enfermedad). El nivel de significancia es reportado en términos de
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probabilidad (valor de p). Para datos biologicos, la regla generalmente aceptada es que,
para que una diferencia sea aceptada como significativa, ¢l valor de p debe ser < 0.05. El
valor de p correspondiente a la X de 3.84 ¢s 0.05. Un valor de p = 0.001 es considerado

altamente significativo.
COMPARACIONES MULTIPLES Y VALOR CORREGIDO DE p:

En estudios de antigenos de HLA y asociacion con enfermedad, cada
individuo es estudiado para varios antigenos y el mismo dato es empleado para comparar
la frecuencia de todos los tipos antigénicos. En esta comparacion multiple, es probable que
la frecuencia de un antigeno resulte significativa (incrementada o disminuida, con un valor
de p= 0.05), pero esta diferencia puede deberse a fa casualidad, es decir que se tipifican
pacientes y controles para los 92 antigenos conocidos del HLA, 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 multiplicacion con en el nimero de antigenos comparados. Si el
resultado corregido del valor de p para un antigeno es ain <£0.05 entonces el antigeno cs

consigerado como significativamente asociado con la enfermedad.

Otra forma de corregir la desviacion debida a comparaciones miltiples es
realizar un segundo estudio sobre la misma enfermedad y buscar una asociacion con los
antigenos que han resultado incrementados o disminuidos significativamente en el primer
estudio. Si los valores de p en cste segundo estudio son nuevamente <0.05 o menor,
entonces estos antigenos pucden considerarse como significativamente asociados con ia
enfermedad. En cste segundo estudio se plantea una hipotesis especifica (“7Esta el
antigeno “A” asociado con la enfermedad?”) y entonces la correccion por comparaciones

multiples no es necesaria 16).
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7. ASOCIACIONES DEL MHC CON
EL LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO.

La complgidad de LEG es paralela a su heterogeneidad respecto a
manifestaciones clinicas y serologicas. El reconocimiento de estas diferencias ha
conducido a estudios de la interrelacion entre varios subgrupos clinicos, de
autoanticuerpos y genéticos de la enfermedad. Esta estrategia ha revelado subgrupos mas
homogéncos de la enfermedad y los recientes avances en biologia molecular permiten
ahora examinar estas asociaciones genéticas - autoanticuerpos - clinicas  a un nivel mas
detallado. El concepto que actualmente se mangja es que el lupus representa un desorden
complejo con caracterfsticas multiples  distintivas  cuyas reacciones autoinmunes
frecuentemente se sobreponen, cada una de estas esta mediada por perfiles genéticos

especificos (29.30.33,35,36,38).

7.1 DEFICIENCIAS HEREDADAS DEL COMPLEMENTOQ.

Los defectos heredados de los genes del complemento, especialmente
aquellos resultantes en deficiencias completas de componentes iniciales de fa via clasica,
confieren predisposicion genética a enfermedades semejantes al Lupus (Cuadro 7). Las
deficiencias homocigoticas de Cl, C4 y C2 se han asociado con ésta enfermedad. Hay
también reportes de casos que sugicren una asociacion con otras deficiencias del
complemento, incluyendo el inhibidor de C1, C3 y los componentes finales de la via C5-
(9. Existe controversia respecto a si el polimorfismo hereditario resultante en el gen de

CR1 produce una pobre expresion del receptor CRT (C3b/C4b) y predisponer a LEG @s).

Las deficiencias del complemento son defectos genéticos raros que podrian

explicar solamente una minoria de los casos de LEG.
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Las caracteristicas clinicas del lupus en estas instancias son frecuentemente

atipicas (Cuadro 8).

CUADRO 7.

COMPONENTE DEL LOCALIZACION DEL RIESGO RELATIVO

COMPLEMENTO CROMOSOMA
Cl1Q Ip alto
Clr-Cls 12p alto
C4 total oq (MHC) alto
C4A nulo homocigoto 0q (MHC) 17
C4A nulo heterocigoto 0¢q (MHC) 7
C2 nulo homocigoto 6q (MHC) moderado
C2 nulo heterocigoto 6q (MHC) bajo

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 mas frecuentemente afectados,

Rash extenso discoide o SCLE,

Fotosensibilidad,

Ausencia de inmunofluorescencia en la union dermoepidérmica,
Nefritis moderada 6 ausente,

Titulos de ANA bajos o negativos,

Anticuerpos anti- DNA negativos,

Anticuerpos anti- Ro (§S-A) positivos,

Infecciones recurrentes,

Complemento hemolitico (CHS50) extremadamente bajo 0 ausente.,

Arnett, Reveille (1992).
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Estos subgrupos proporcionan importantes claves en la patogénesis de las
formas mas frecuentes de lupus. Los componentes iniciales del complemento normalmente
tienen un papel importante en la estabilizacion y depuracion de complejos inmunes. Los
complejos inmunes que contienen 1gG o 1gM activan la via clasica del complemento
iniciando con la union de Clq y posteriormente Clr, Cls, C4, C2 y C3b. Este complejo
agregado se une al receptor CR1 (C3b/C4b) que se encuentra en los eritrocitas y entonces
pueden ser eliminados por los macrofagos del sistema reticulo endotelial antes de que
puedan depositarse en Organos altamente vascularizados, tales como los rifiones o los
pulmones. Ademds una funcion de C3b es que puede rearreglar estos grandes agregados
en complejos de menor tamao, los cuales son mas solubles. La deficiencia de cualquiera
de estos componentes puede conducir a una compleja deficiencia en el procesamiento,

depuracion y finalmente depdsito en sitios inapropiados de complejos inmunes (s)

7.1.1 DEFICIENCIA DE Clq.

El componente del complemento C1 ¢s una macromoléceula que consiste de
tres subcomponentes unidos en forma no covalente (Clq, Clr, Cls), los cuales son
producto de 5 genes; 3 para Clq ( cadenas A, B 'y C ) y uno para cada componente Clr,
Cls. Los tres polipéptidos que constituyen la molécula de Clq son codificados por tres
genes altamente homologos que se encuentran sobre el brazo largo del cromosoma 1
[(1p34.1 - 36.3 en el orden A-C-B (5’ 3’)]. Cada gen de 2.6 kb esta compuesto de 2

€xones.

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 activacion del complemento (RCA), los cuales
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incluyen CR1 (CD35), CRZ (CD2I), proteina ligadara de G4« Cdbp ), factor acelarador del

decaimiento (DAF), proteina cofactor de membrana (MCP)(CTI46) y Factor 11,

Existe un nimero limitado de casos descritos e individuos con deficiencia
de Clq. Esta deficiencia parece tener un patron de hererci @ atosomico recesivo. Los
individuos con esta deficiencia tienen niveles marcadame mte reducidos de CHS50 y
actividad funcional de Cl, mientras que los niveles sérics de otros componentes del
complemento, incluyendo Clr y Cls, ,un generalmente no> rmles. Se han descrito al
menos dos formas de esta deficiencia: 1) no se detecta Clq zzipor andlisis funcionales ni
por métodos inmunoquimicos; 2) la forma inmunoquimica esti presente, pero no se
detecta actividad de Clq (Clq disfuncional). Se han esidzado dos familias con Clgq
disfuncional las cuales mostraron una deficiencia antigénica ¢ omparada con Clq normal,
esta molécula defectuosa no se une a inmunoglobulitas ni interacciona con las
subunidades Clr, Cls. en ambas familias esta molécula p>resenta una masa relativa
diferente entre si y diferente Clq normal, por lo que ests d eficiencia es genéticamente

heterogénea.

fin e estudio de una familia con esta deficienci & se describid una mutacion
puntual en la cadena 3 en el residuo 150 resultando en unco don de terminacion, con la
pérdida de un sitio de restriccion detectable por Taq L. En um segunda familia se describio
una mutacion que genera también un codon de terminacion erx la cadena o y produce un
patron diferente en el andlisis de RFLP con Pvu Il En tres estudios familiares de
deliciencia de Clq los patrones de restriccion fueron normile s yno se logro detectar el
defecto, por lo que al parecer existe una gran heterogerez<lad en las modificaciones
moleculares que conducen a la deficiencia de Clq. No esti claro si existen otros genes

polimorficos que no han sido detectados aun.
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Ala fecha han sido reportados 13 individuos con dedciencia total de Clqy
11 de ellos presentaron wna enfermedad semejante al hpus. La mayoria presentaron
sintomas a una cdad temprana, tales como: rash en picl, fotosensibilidad, 8 manifestaron
glomeruloneftitis  membranoproliferativa  con  deposicion  de  inmunoglobulinas vy
complemento. Los titulos de ANAy anti-DNA solo se manifestaroa en la minoriay solo |

individuo de 4 estudiados presentd anti-Ro (SS-A). @, 39, 10,

7.1.2 DEFICIENCIAS DE Clsy Clr.

Los genes para Cls y Clr se han mapeado juntos sobre ¢l cromosoma 12
(12p13), estin separados cntre si por 9.5 kb, estos dos genes son altamente homologos y
probablemente han sido generados por duplicacion génica. La expresion de estos genes es

regulada por separado.

Se ha descrito una deficiencia heredada de C Lren donde la concentracion
de esta molécula se encuentra marcadamente reducida ( < 1% de lo normal ). Esta
deficiencia es heredada en forma autosdmica recesiva. Los pacientes con deficiencia de
Clr/ Cls tienen  disminuido CH50 y la actividad de C1 en sucro, mientras que los niveles
de Ciq son normales. Las bases de la asociacion entre los niveles moderadamente
reducidos de C1s y la ausencia de Clr es desconocida, pero quizd esté relacionada con la
proximidad de los dos genes o a un efecto del metabolismo de C1r sobre la expresion de

Clr.

Se ha reportado polimorfismo cuando se estudiaron estos genes con
enzimas de restriccion, Las deficiencias parecen presentarses juntas, pero no se han descrito

bases inolecutares en este defecto.



Al menos se ha reportado 11 casos con esta deficiencia de los cuales la
mayoria presenta enfermedad similar al lupus. Estos pacientes presentan frecuentemente
totosensibilidad y glomerulonefritis, mientras que ANA y anti-DNA son poco frecuentes y

s0lo en un paciente se demostro anti-Sin.)

7.1.3 DEFICIENCIA DE C2.

C2 es una proenzima que consta de una cadena sencilla de un PM de
102,000. Esta compuesta de 734 aa. y es codificada por especies de mRNA de 2.9 kb. Ei
gen de C2 ticne 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 la. proteina de choque

térmico 70 (HSP70).

Se ha detectado polimorfismo de C2 por isoelectroenfoque, la mayor parte
de los individuos son homocigotos para la variante C1*C (frecuencia génica = 0.97). Sin
embargo técnicas que estudian DNA gendmico tales como el Southern blot con ¢cDNA y
sondas especificas 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 .y

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

rarasy 3 variantes basicas raras.

La deficiencia de C2 es la mas frecuente en el hombre. La incidencia de la
deficiencia en forma homocigota ha sido estimada en 0.0025% - 0.01 % de la poblacion

normal. En los casos estudiados de LEG la deficiencia heterocigota de C2 se encontro en
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el 6% de los pacientes, mientras que en forma homocigota se encontrd que cerca de la
tercera parte de los individuos que presentan un sindrome semejante al LEG. Los
pacientes deficientes de €2 pueden presentar ademis dermato-miositis, vasculitis y

purpura de Henoch-Scholein., 41, 42)

Los pacientes con Jupus asociados con una deficiencia homocigota de C2
presentan tipicamente un sindrome predominantemente cutaneo como el lupus eritematoso
cutaneo subagudo (SCLE) o lupus ANA negativo. La nefiitis es infrecuente, se han
detectado en el 70% de los pacientes auto-anticuerpos anti-Ro (SS-A), pero no anti-la
(S8-B). Los ANA son frecuentemente negativos o presentan leve positividad, con un
patron 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, Bf*S, C2*QO, C4A*4, C4B*2 sugiriendo que la mayor parte
de los pacientes con deficiencia de C2 poseen la misma mutacion. En un estudio realizado
por Cole (1985) no se encontro 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) s reporto dos casos de deficiencia de C2,
en uno estudio una familia que presentaba ¢l haplotipo antes mencionado, en los
individuos deficientes demostro fa presencia de mRNA de C2 tanto en fibroblastos como
en mononucleares, la otra familia presento haplotipos diferentes al mencionado y encontro
mRNA de C2 pero no niveles detectables de la proteina, lo que sugiere que existe un

bloqueo selectivo en la secrecion 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 traduccion 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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[l defecto bioquimico tipo H es ¢l resultado de un blogueo selectivo en la
secrecion de C2. La diferencia entre estos dos tipos de deticiencia puede ser evidenciado
por la medicion de C2 intracelular {inidiendo 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 I, mientras que no existen niveles

detectables para la deficiencia de tipo L.

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

se encontraron diferencias en las manifestaciones clinicas (8,44).

Sullivan (1993) @3 reportd una mutacion en pacientes que mostraban
deficiencia de C2 tipo 1. Esta mutacion consiste en una delecion de 28 pb la cual provoca
la terminacion prematura de la transcripcion. Este alelo mutado no es capaz de producir
una proteina enzimaticamente activa, esta mutacion fué encontrada con mayor frecuencia
en caucasicos con LEG |, y es responsable del 90% de los casos de alelos nulos de C2 en
Nortcamericanos. Esta mutacion no ha sido encontrada en pacientes africo-americanos

con LEG y se ha encontrado asociada al alelo DRB* 1501 42,43, 44
La presencia de un alelo nulo C2 esta presente en el 1-2 % de individuos de

raza blanca. Este estado se encuentra en desequilibrio de union con el haplotipo HLA-A10

(A25), B18, DR2 y ¢l complotipo Bf*S, C2*Q0, C4A*4, C4B*2.s)

7.1.4 DEFICIENCIA DE C3 Y C5.

El gen de C3 tienc 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



Il defecto bioquimico tipo 11 es el resultado de un bloqueo selectivo en la
secrecion de C2. La diferencia entre estos dos tipos de deficiencia puede ser evidenciado
por la medicion de C2 intracelular (l'nidiend() 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 a4 4% de o normal en la deficiencia de tipo I, mientras que no existen niveles

detectables para la deficiencia de tipo L.

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

se encontraron diferencias en las manifestaciones clinicas (3,44).

Sullivan (1993) @3) reportd una mutacion en pacientes que mostraban
deficiencia de C2 tipo I. Esta mutacion consiste en una delecion de 28 pb la cual provoca
la terminacion prematura de la transcripeion. Este alelo mutado no es capaz de producir
una proteina enzimaticamente activa, esta mutacion fué encontrada con mayor frecuencia
en caaciisicos con LEG |, y es responsable del 90% de los casos de alelos nulos de C2 en
Norteamericanos. Esta mutacion no ha sido encontrada en pacientes africo-americanos

con LEG y se ha encontrado asociada al alelo DRB*1501.42, 43, 44)

La presencia de un alelo nulo C2 estd presente en el 1-2 % de individuos de
raza blanca. Este estado se encuentra en desequilibrio de union con el haplotipo HLA-A10

(A25), B18, DR2 v el complotipo BF*S, C2*Q0, C4A*4, C4B*2.s)

7.1.4 DEFICIENCIA DE C3 Y C5.

Ef 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



isotipos definidos por su movilidad electroforética, las mas comuncs son C3F y (38, Los
individuos deficientes de C3 sufren de infecciones bacterianas recurrentes. Sin embargo
Jos monocitos de individuos deficientes de C3 pueden sintetizar una proteina, por lo que al
parecer la deficiencia se debe a una delecion grande o rearreglo genético. Es sintetizado
como una cadena sencilla compuesta de 1643 aa y contiene un cnlace tioéster interno
similar al que presenta C4. La molécula sufre un procesamiento por ruptura de un grupo
de residuos basicos, formando 2 cadenas, forma en la que se eicuentra en el plasma

(cadena o - 045 aa; cadena f§ - 992 a).

(5 es sintetizado como una cadena polipeptidica sencilla de un PM de
180,000 D, esta molécula es procesada de manera similar que C3 formando una molécula
constituida de dos cadenas, forma como se encuentra en ef plasma El estudio molecular

de CS muestra una semejanza importante con C3 y C4.s.142)

7.1.5 DEFICIENCIA DE C4.

El componente del complemento C4 es el tinico que es codificado por dos
genes, denominados C4A y C4B, estos genes tienen una alta homologia (99%). Todos lo
genes de C4A humanos analizados poseen una longitud de 22kb a diferencia de los genes
de C4B presentan diferencia en su tamafio, ya que una tercera parte de estos genes son 6.5
kb mas cortos debido a la pérdida de un intron 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 polipeptidica de 200,000 D., antes de
su secrecion es procesado por rompimiento en dos regiones que afectan a 4 aa basicos,
formando una estructura con 3 cadenas (o, 3, v ). La cadena de pro-C4 contiene 1725 aa.
y el orden de las cadenas ha sido establecido como f-ci-y. Esta molécula contiene un

enlace tiodster interno formado entre un residuo de cisteina en la posicion 99t y una
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glutamina en la posicion 994 «n fa secuencia Cys-Gly-Glu-Gin, Una vez en circulacion la
molécula sufre la ruptura de un péptido de 21 residuos del extremo C-terminal de la

cadena a.

Las tres proteinas codificadas por genes del MHC, C4 es la mas
polimortica. Al menos existen descritos [3 alotipos de C4A y 22 de C4B, los cuales han
sido definidos por diferencia de cargas (Mauft' 1983). C4a y C4db difieren tambien
serologicamente. En general C4A es normalmente Rodgers (Rg) positivo, Chido (Ch)
negativo, mientras que C4B es normalmente Rg negativo, Ch positivo. Por medio de
tipificactones serologicas por pruebas de inhibicion de hemaglutinacion se han definido dos
determinantes antigénicos para Rg y seis para Ch, los cuales estan localizados en el

fragmento C4d de la cadena .

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 pH neutro C4A reacciona predominantemente con grupos amino, mientras que C4B
reacciona comparablemente con grupos amino ¢ hidroxilo. Esta diferencia intrinseca en la
afinidad del enlace covalente resulta en un aumento (3 a 4 veces) la union de C4B a
globulos rojos de carnero sensibilizados, particularmente ricos en grupos hidroxilo, lo que
explica su bien conocida alta reactividad en el ensayo hemolitico clasico. Las diferencias

entre éstas dos moléculas se explicadan por cambios en aminodcidos especificos (s,142).

[.a comparacion de una secuencia completa de ambos alelos ha revelado
una variacion de nucleotidos < 1%. Se encontraron diferencias solo en 15 nucleotidos, 12
de los cuales se encuentran en la region del fragmento C4d de la cadena o sobre ¢l lado C-
terminal del enlace tioéster. Esta diferencia de 12 nucledtidos 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 f3. En la secuencia de la proteina completa pro-C4 se han



definido 18 posiciones susceptibles de cambios de aa, dos en la cadena f§, una en la cadena

vy los restantes 15 en el fragmento C4d.

La sccuenciacion de cDNA de cuatro C4A y cinco C4B ha ayudado al
establecimiento de patrones de polimorfismo del fragmento C4d y ha proporcionado las
bases para la observacion de las diferencias serologicas y tuncionales entre los isotipos de
C4. De importancia a este respecto ha resultado la clonacion y el analisis de secuencias de
dos alelos inusuales C4A*] y C4B*5, los cuales poseen sus propiedades especificas y
tienen esencialmente invertido el patron de antigenicidad Rg y Ch. Los aa de varias
posiciones polimarticas 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 Cdd EN LOS DIFERENTES ALOTIPOS DF 4,

ALOTIPOS DE C4

Posicion A3a A3b A4 Al B3 BS B2 Bla Blb Secuencia
Proteica
1054  Asp Asp Asp Gly Gly Asp Asp Gly Gly
1090 Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser lle
1091 GIn Gln Gln Gin Gln GIn GIn Gln GIn 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 e He lle Ile e
1106*  Asp Asp Asp Asp His His His His His
FI57  Asn Asn Asn Ser Ser Ser Ser Asn Ser
1182 Thr Thr Ser Thr Thr Thr Thr Thr Thr
1191 Leu Leu Leu Arg Arg lLeu Arg Arg Arg
1267  Ala Ser Ser Ala Ala Ala Ala ND ND
1281 Arg 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 Vat Val Val ND ND Gly
* residuos isotipicos Cambell, 1988 (148

ND= no determinado.
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La comparacion de estas secuencias revelo que los aminoacidos de las
posiciones 1 101-1106 son especificas para C4A 6 C4B. C4 tiene [ secuencia Pro-Cys-
Pro-Val-Leu-Asp mientras que C4B tiene la secuencia Lew-Ses ~Pro-Val-lle-His. La
diferencia cntre estos 4 aminodcidos en un total de 1725 e ta responsable de las
diferencias funciomales y de reactividad entre C4A y C4B. Las restntes diferencias de
aminoacidos en el lragmento Cdd esta relacionada con las diferenc ias antigénicas de los
alotipos. Las secuencias de DNA que codifican para los tipos Rgy Ch ya han sido
secuenciados y es posible deducir la localizacion de 2 Rgy 6 Ch determinantes
antigénicos. Cuatro determinantes de Ch (Cli 1, 4, 5 y 6) son probablemente epitopes
continuos (secuenciales), mientras que los determinantes Ch 2 y 3 son epitopes
discontinuos (conformacionales). La localizacion de los epitopes Rgl y Rg2 fueron
deducidas de observaciones de su comportamiento serologico, Ja molécula de €4 Rgl .
parece ser excluyente de Chi, mientras que Rg2 puede exclur altemutivamente a Cho ¢

Ch3. (Figura 7).@.142)

Aminoicido
54 110 1t 12 1105 1157 1191

Rg: ’ (2} |
C4A D P TL DNV |

T | [

{ | ) I I K H /T | i
C4B G L SI HS AR

5 4 G |

Ch: 2 (3)

Figura 7.Dfagrama esquemdtico def tragmento C4d (aminodcidos 9381317 de C4, se ilustra la posicion
de los residuos isotipicos que definen C4A y C4B (negritas). Tambicdn s¢ muestran fos residios
polimarficos en el fraguento Cd que involucran los determinantes aruiginicos de Ch y Rg. La

localizacion del entace tiodster se muestra como un cuadrado abicrto. Cambe £l 1988, (142)
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Se han definido dos alotipos diferentes de C4A los cuales difieren en la
posicion 1267 por un cambio de Alv/Ser, y los alotipos definidos para CAB* | difieren en

la posicion | 157 por una sustitucion Asn/Ser.

Los genes de C4A y C4B se encuentran separados por 20 kb y
probabjemente fueron generados por una  duplicacion  génica que involicro
aproximadamente 28 kb de DNA. Estos locus se denominan como locus [ para C4Ay 1
para C4B. Estos genes son transcritosen mRNA conuna variacion aproximada de 5.5 kb,
debido a la presencia de genes de 22 kb v 16 kb. De los genes de C4.A analizados hasta Ia
fecha todos tienen aproximadamente 22 kb, mientras que C4B pueden ser de longitud
variable de 16 y 22 kb, debido a la presencia o ausencia de un intron de 6 a 7 kb situado
cerca de 1.5 kb del extremo 5°. Las especies grandes de C4 incluyen genes Ci3*1 de Ia
mayor parte de los haplotipos C4A*3 C4B*1 y también los alelos C4B*Q0. Ambas
especies son frecuentes, la naturaleza de este intron es alin desconocida pero s¢ ha
sugerido que pudiera ser un miembro de largas secuencias interpuestas (ILINE o LI ).
Estas secuencias se repiten cerca de 10* veces en el genoma haplide y tiene homologia
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 locus C4. Esto
fué originalmente demostrado por la duplicacion de los niveles dela proteina C4B como
C4B*1, C4B*2 y fué encontrado con ¢l haplotipo B 14; DR2; Bf*S; C2*C; C4A*2; B¥1,2
(Raum 1984, Rittner 1984, Uring-Lambert 1984). Lalrecuencia estimada del gen resultd
de | - 2 %. Esta condicion se demastrd por analisis con RFLP (Schneider 1986) y por
clonacion de cosmidos encontrandose | gen C4A y 2 C4B en un mismo haplotipo (Carroll

1984).

La deficiencia completa de C4 en humanos es un desorden raro, solo sehan
reportado 16 casos en la literatura mundial. Existen 4 eventos genéticos que pueden
resultar cn la deficiencia de C4 (C4 mll, C4*QO ), incluyendo delectones, duplicaciones,
conversion génica, o la presencia de un alelo intacto no funcional. La recombinacion de

genes deletados explica cerca de la mitad de este estado. Un ejemplo es ¢l del haplotipo
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HLA extendido que lleve una delecion de 28 kb en que se pierde informacion tanto del
gen C4A como de 21-OHA. La duplicacion del alotipo C4A*3.2B*QO se encuentra
frecuentemente asociada con HLA-B3S, DRI; mientras que fa conversion génica (C4B a
C4A) ocurre en el haplotipo HLA-B44, DR6, C4B*QO ). Los alelos funcionales
presuntamente resultan de una mutacion puntual, corrimiento de lectura o errores en la

traduccidn.. so. 54, 56,60, 1)

Ein los siguientes cuadros se muestran las frecuencias de los focus humanos
de C4A y C4B en diferentes razas (Cuadros 10y 1),

CUADRO 10. FRECUENCIA DE LOS ALELOS DE C4A EN VARIOS GRUPOS
ETNICOS.

Frecuencia en:

Alelo Caucisicos Mongoles Negros
C4A*] 0.3 0 3.7
C4A*2 0.4 1.9 6.2
C4A*3 70.2 67.0 71.2
C4A*4 6.1 7.7 1.2
C4A*6 38 1.3 1.2

C4A*12 0 12.2 0
C4A*13 0.5 0 0
C4A*51 0.2 0 4.9
C4A*QO 12,5 9.9 11.6
Tamafio ae muestra 557 154 83

KLEIN, 1986 (144).




CUADRO 11, FRECUENCIA DE LOS ALELOS C4B EN VARIOS GRUPOS

ETNICOS.
Irecuencia en:
Alelo Caucisicos Mongoles Negros
C4B*1 714 654 08.5
C4B*2 9.1 22.1 84
C4B*3 3.2 0.7 3.6
C4B*4 0.7 0 0
C4B*5 0.7 0 0
C4B*o0 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 1.2 19.5
Tamaiio de muestra. 557 154 83
Klein , 1988 (144)

El nivel sérico total de C4 es el resultado de la expresion de ambos genes

C4A y C4B. Individuos que poscen un gen nulo presentan una ligera disminucion de los

niveles de C4 séricos, pero que pueden ser considerados dentro del rango normal.

Aquellas personas que poseen 2 genes nulos posecen niveles séricos de C4

significativamente mas bajos que aquellos individuos que poseen los 4 alclos funcionales.

Es raro encontrar individuos con deficiencia completa de C4 en donde no hay produccion

ni de C4A ni de C4B.@s. 142,149)

Otros factores pueden alterar los niveles séricos de C4, por ejemplo

Moulds reportd niveles mas 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 produccion de C4A y C4B puede ser atectada por citocinas tales como cl

interferon o, asi como también {a actividad de fa enfermedad.x, 142
7.1.5.1 C4Y SURELACION CON ENFERMEDADES REUMATICAS.

L.os componentes tempranos de la cascada del complemento (tales como
C4) tienen un papel crucial en el procesamiento de complejos inmunes (Cl). C4A y C4B
difieren en su reactividad hacta CI, su deficiencia o variacion puede contribuir a la

patogénesis de la enfermedad.

Las variantes electroforéticas de C4 (alotipicas) se han asociado con varias
enfermedades de naturaleza autoinmune. Algunas de estas asociaciones muestran
desequilibrio de union. Este desequilibrio de union se define como la combinacion de
alelos de MHC que se presentan con una frecuencia mayor que la esperada en base a sus

frecuenctas individuales.

La asociacion de alelos nulos de C4 y su papel en la fisiopatologia de
enfermedades autoinmunes, especialmente LEG se ha ido incrementando. La deficiencia
total de C4 (homocigotos para C4A*QO y C4B*QO) es muy rara, sin embargo de 18
casos reportados, 14 presentaron LEG. S6lo pocos casos han sido estudiados a nivel
molecular y en uno de estos estudios se encontrod una delecion de los genes de C4B, pero
intactos los genes de C4A. Goldstein (69) no encontrd evidencia de delecion en los genes
C4 en los casos que estudio por la técnica de RFLP. Solo se ha reportado un caso (Welch)
©7 donde un individuo con esta deficiencia expresa solo ¢l fenotipo paterno para las
proteinas codificadas por el MHC (HLA y GLO), con un cariotipo 46XX sin delecion
detectable. Los analisis moleculares de la familia empleando enzimas de restriccion o la
técnica de RFLP y marcadores para el cromosoma 6 mostraron patrones distintivos para

los genes paternos y maternos, sin embargo el propositus solo mostrd las bandas
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caracteristicas de un gen paterno, el analisis de RFLP empleando  marcadores
CromMOosSOMIcos para otros Cromosomas mostrd contribucion tanto materna como paterna.
Estos datos son consistentes con una isodisomia 6 uniparental (herencia de dos
cromosomas idénticos “o provenientes de un solo progemtor) que presenta un patron de

herencia recesiva.m

Este concepto de isodisomia uniparental fué introducido en 1980 por
Engel, quien hipotetiza que la union ocasional de gametos disomicos con un gameto
nulisomico puede resultar en un producto euploide con un gran nimero de alelos
homocigotos. En teoria, esto puede resultar en la expresion de caracteristicas recesivas en
un individuo que presente alelos provementes de un solo progenitor. Este evento ha sido
demostrado en pacientes que presentan Sindrome de Down en mosaico. Esto denmestra
que en ausencia completa de estudios familiares, marcadores homocigotos para HLA no

implica necesariamente consanguineidad.ce7)

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
pequeiio 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, meéxico-americanos y mexicanos
(B,45.46,47,48,50,51,52,53.58,59,63 66,68,142) . Los alelos nulos de C4B se han descrito como factor de
riesgo para LEG en chinos, aborigenes australianos y negros americanos, sin embargo

parece haber predominio en la asociacion de C4A y LEG .3, 142)

En el estudio realizado por Briggs (1991) 1) se encontrd un mecanisnio
adicional por medio del cual los genes nulos de C4 pueden predisponer al LEG, y éste es
el deterioro de la activacion de C4, ya que se encontro que los niveles de C4 no
correlacionan con la condicion de heteregocidad para alelos nulos de C4, sin embargo la

medicion de C4d (parametro que se empled como marcador de activacion de C4) mostro
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niveles bajos que correlacionan mejor con el estado de alelo nulo, preferentemente con
C4A*QO, lo que indica ademds que existe una condicion de pobre activacion de C4. La
inhibicion de la precipitacion de CI puede tener lugar en dos estados, con efecto aditivo: A
través del deterioro de la activacion de C4 que parcce estar asociada con ambos alelos
C4A*QO y C4B*QO, y a que los sujetos con alelos nulos para C4B3 pueden compensar
este defecto mediante un estado activado de la via clasica que utiliza la habilidad de C4A
para prevenir el defecto de fa formacion de Ct insolubles, C4A tienc reaccion de
transacetilacion con los grupos amino en CI, mientras que C4B tiene mayor avidez por los
grupos hidroxilos que se encuentran en carbohidratos, por lo que C4A es mas efectivo que
C4B en la solubilizacion de agregados inmunes. Esta consideracion puede ayudar a

explicar la prevalencia de C4A*QO sobre C4B*QO en estados patologicos como el LEG.

Se ha reportado una delecion de los genes de C4A'y 21-OHA en una gran
mayoria de casos con LEG (50%) y alelos nulos para C4A. Esta es una delecion de 28 kb

y se presenta con el haplotipo extendido HLA-BS, DR3, C4A*QO, C4B* 1 en caucasicos.

En el caso del alelo C4B*QQ se ha encontrado asociado al haplotipo HLA-

Bd4, C2*C, Bf*S, C4A*3, C4B*QO, DRo.

En estudios con RFLP y con la endonucleasa de restriccion N1alV, pueden
distinguirse alelos que codifican para C4A y C4B, donde el alelo de C4B*QO presenta un
patron consistente con el que codifica el isotipo C4A. Esto sugiere sobre las bases
fenotipicas expresados por los individuos, que el alelo C4B*QO podria codificar otro
isotipo de C4A*3. Otro evento que se describio fué que donde han sido asignados
haplotipos con alelos C4A*QO fenotipicamente, estos genes pueden codificar productos
similares a los del locus contiguo. En este ejemplo, el alelo C4A*QO del haplotipo
C4A*QOBH codifica otro alotipo de C4B*1. Por estas razones es importante realizar un
tipificacion cuidadosa combinada por andlisis de RFLP empleando NlalV para confirmar

fa presencia de un alelo nulo de C4.
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Haplotipos que expresan dos diferentes alotipos de C4A, p.ejem. C4A*3,
CIA*2 6 C4A*S, C4A*2 con un alelo nulo en el locus C4B se han descrito en algunos
estudios. Esto sugiere que este evento podria explicarse por un entrecruzamiento entre
cromosomas homologos lo que resulta en una duplicacion de los genes del locus de C4A y
delecion del locus C4B. Por anilisis detallado con Southern blot se demostrd que los locus
presentes son normales, pero el segundo también codifica para un isotipo C4A, en otro
estudio realizado en haplotipos C4A*3, C4A*2, B*QO se encontro la presencia de tres

locus C4 que presentaron fragmentos de diferente intensidad en andlisis de Southern blot.

Inicialmente la deficiencia de C4 fué descrita en desequilibrio de union con
DR3, sin embargo en investigaciones posteriores se encontrd que la asociacion de C4*Q0O
con LEG es independiente de DR3. Por e¢jemplo en Japoneses donde el alelo nulo de C4A -

constituye un factor de riesgo para LEG y el alelo DR3 no es frecuente en esta poblacion.

(63, 66)

Otra evidencia que apoya esto ultimo es que pacientes que han sido
sometidos a terapias largas con hidralazina o isoniazida desarrollan un sindrome semejante
al LEG, estas drogas pueden reducir la actividad de C4 mediante una interaccion con su
enlace tioéster. Speir reportd que individuos con alelos nulos para C4 tienen un mayor
riesgo de desarrollar LEG, debido a la disminucion de la actividad total de C4 y la

posterior inactivacion de C4 por metabolitos de las drogas.

Los inmunoensayos (E1A) han permitido el estudio de los niveles de C4A y
C4B selectivamente, en pacientes con LEG activo no parece haber seclectividad en el
empleo de C4A o C4B; ambos isotipos se elevan y decaen en torma paralela con la

actividad de la enfermedad.
C4B e¢s mas eficiente en el procesamiento de cierto tipo de complejos

inmunes. La remocion de complejos inmunes requiere de la interaccion entre el antigeno,

anticuerpo, complemento y sistema reticulo endotelial, por 1o que cualquier deficiencia de
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los componentes iniciales de la cascada del complemento conduce a una disminucion en la

eficiencia de depuracion de CI (g8, 50, 51,52, 56, 57, 5.1 1
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7.6 ASOCIACION DE MHC CLASE 1T CON LEG.

El primer reporte de asociacion de un marcador genético con LEG fué
realizado en 1971 por Drumet quien menciona al alelo de HILA clase | B8. Estudios
posteriores mostraron que la correlacion es mayor con alelos de clase I con
especificidades HLA-DR2 y HLA-DR3, posteriormente se enzontrd que existia un
desequilibrio de union de estos alelos con B8. Esta asociacion con LEG fué mas evidente
en individuos blancos con ancestros de Europa occidental, pero e otros grupos raciales
las frecuencias de los antigenos HLA fueron diferentes. Existe una gran cantidad de
literatura en los Gltimos ailos acerca de este tipo de asociaciones en diferentes grupos

¢tnicos.

Se han caracterizado una gran variedad de autoanticuerpos en pacientes
con LEG y se han establecido subclases de autoanticuerpos en relacion con las
manifestaciones clinicas. Algunas estudios han mostrado que los alelos HLA clase 1T se
asocian principalmente con ciertos autoanticuerpos y no propiamente con la enfermedad.
Los autoanticuerpos Ro (S8-A) y La (SS-B) se presentan en pacientes con LEG y
Sindrome de Sjogren y tienen una fuerte correlacion con HLA-DR2, HLA-DR3, y con los
alelos HLA-DQ (DQwI y DQw2 ) en forma heterocigota. Es notorio que estos alelos se
encuentran en desequilibrio de union, por lo que se presentan frecuentemente en el mismo

haplotipo.

Con los recientes avances de la tecnologia molecular, los genes de MHC se
han estudiado mas extensamente. Su organizacion genética se conoce mejor y la mayoria
de los alelos se han clonado y secuenciado. El método de RFLP (del inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism) ha sido de gran ayuda en la definicion de algunos alelos
de MHC clase I1. La tipificacion por medio de RFLP quedo pronto obsoleta, pero con la
aplicacion de la PCR (Polymerase Chain Reaction) y sondas de oligonucleotidos ha sido

posible la determinacion de las secuencias alélicas a nivel del DNA. Un avance importante
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ha sido la dilucidacion de la estructura tridimensional de los alelos de MHC clase Ty la

proposicion de un modelo similar paralas moldculas de clase 1.

Las moléculas de MHC foman un complejo trimolecular conjuntamente
con ¢ péptido procesado y el TCR. Los dominios externos de las molceulas de clase I
contienen tres regiones hipervariables polimorticas que forman una hendidura donde
puede unirse el péptido procesado yes presentado a los linfocitos T cooperadores (11H)
mediante su TCR. De esta manera las moléculas de clase I restringen la respuesta
especifica de las células TH. En contraste las moléculis de MHC clase | restringen la
respuesta especifica de las células T eitotoxicas (TC). Bajo circunstancias normales, un
autoantigeno se une a una molécula de MHC no debe inducir una respuesta inmune
cuando es presentada a una célula TH. Enlupus y en otras enfermedades autoinnunes,.
ciertos autoantigenos, de naturaleza atin no bien definida puede iniciar y perpetuar una
respuesta autoinmune. Este tipo de  respuestas parecen ser antigeno  especificas y
dependientes de linfocitos T. EI polimorfismo encontrado en el sitio de union al antigeno
de las moléculas de MHC clase Il esla base de su asociacion con enfermedad, ¢l cual debe

jugar un importante papel en el fendmeno de autoinmunidad,

[.a determinacion precisa de las secuencias polimirficas del MHC que
confieren susceptibilidad a autoanticuerpos especificos en pacientes con LEG adquieren
gran importancia. La localizacion de las secuencias criticas que confieren susceptibilidad a
enfermedad han sido dificiles de deferminar debido a la complejidad de la region génica del

MHC, como son:

1) Existen tres grupas funcionales de heterodimeros de clase I ( DR, DQ, DP )
cuyos locus se encuentran muy cercanos, especialmente DR y DQ, presentandose un
amplio desequilibrio de union. Todos estos locus avy B de MHC clase Il muestran un
polimorfismo alelico variable, excepto para el gen DRa (DRA), pero los genes B ( DRBI,
DQB1 y DPB1) son los mis polimOrficos. De esta manera la asociacion con enfermedad

por gjemplo DR3 puede presentar una secuencia de susceptibilidad en los alelos DRBI
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(DR3) 6 DRB3 (DRw52) o enlos alelos adyacentes como DQB1*0201 0 DQAT*0501
(HLA-DQw2.1). Afortunadamente, estos mismos HLA-DR v HLA-DQ pueden
presentarse en diferentes combinaciones haplotipicas, especialmente en otros grupos

étnicos.

Con técnicas moleculares que definen con precision cada alelo, los locus o

alelos asociados con enfermedad pueden ser facilmente localizados.

2) Las mismas secuencias polimorficas pueden ser codificadas por diferentes
alelos de HLA. Es decir que los alefos de HLA 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 asociacion de

MHC clase {1 con subgrupos de autoanticuerpos en LEG (8,84, 85,94,99, 100, 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 lesion 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 upica, prneumonitis, y artritis deformante (Sindrome de

Jaccoud).

Los estudios realizados conel fin de relacionar la presencia de anticuerpos
anti-DNAde con antigenos de HLA han sido dificiles por el hecho de que los niveles de

estos autoanticuerpos son mas inestables que otros, se elevan y caen dramaticamente en



relacion con la actividad de la enfermedad y la eficacia del trataniento. Por lo que los
pacientes deben ser observados en periodos de actividad severa Jde la enfermedad para

determinar si producen o no anticuerpos anti-DNAdc.

Recientemente, empleando téemcas  moleculares  Khanduja y  col
examinaron los genes de HLA-DR y DQ en 126 pacientes con LEG, los cuales se
categorizaron de acuerdo a los titulos de anti-DNAdc en alto, mocerado-bajo o ausentes
durante periodos activos de la enfermedad. HLA-DR3 y DQw2.1 presentaron un
mcremento significativo en ¢l grupo de pacientes con niveles altos ce anti-DNAdc, en los
individuos negativos para estos alelos se presento DQwo (DQB1*0602) como segunda
especificidad. Los alelos DQB1*0201 y DQBI*0602 se encontraron en el 90% de los
pacientes con niveles altos de anti-DNAdc, y los pacientes restantes posefan la
especificidad DQB1*0302 (DQwS). Estos tres alelos de DQBI muestran metionma en la

posicion 14 y leucina en la posicion 26.

Un alelo adicional de HLA-DQ, el DQB1*0502 (DQwS5-AZH) el cual se
presenta con una frecuencia alta en individuos con ascendencia de Europa Occidental, se
han asociado con nefvitis lupica. Ademads, estudios de pacientes griegos con LEG y anti-
DNAde sugieren una asociacion con et alelo DQB1 (DQB1*0502) el cual no muestra las
mismas secuencias comunes que DQB1*0201, *0602 y *0302 encontrados por Khanduja

y col,

7.1.6.2 AUTOANTICUERPOS Ro (SS-A) Y La (S5-B).

El autoanticuerpo Ro es una ribonucleoproteina nuclear y citoplasmica de
funcion desconocida que se presenta en aproximadamente el 25 al 50% de pacientes con
LEG y del 50 al 90% de los pacientes con Sindrome Primario de Sjogren. Los
autoanticuerpos La, constituyen un factor de terminacion para fa RNA polimerasa 11, y
frecuentemente se acompafian de anticuerpos anti-Ro, especialmente en el Sindrome de

Sjogren y se presentan sin anti-Ro en forma muy rara.
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La respuesta anti-Ro con o sin asociacion con anti-La esta relacionada con
una erupcion de la piel caracteristica denominada lupus eritematoso cutaneo subagudo
(SCLE), el cual puede presentarse con o sin sintomas sistémicos. Liste mismo rash puede
también encontrarse en pacientes con LEG y participar directamente en la produccion de
lesiones de piel en ¢l Sindrome de Lupus Neonatal, una condicion en la que se presentan
lesiones  similares y que son producidas por la transferencia transplacentaria de
anticuerpos anti-Ro maternos. Puede presentarse ademas un bloqueo cardiaco congénito
debido a lesiones inflamatorias en el corazon fetal, lo cual esta asociado casi siempre con
anti-Ro. Otras asociaciones de anti-Ro(-+)/ anti-La(-) incluyen vasculitis neutrolfilica,
citopenias hematologicas, hiperglobulinemia policlonal y niveles altos de factor reumatoide

1gM e IgG.

En varios estudios donde se emplearon tipiﬁcaciloues serologicas, se
demostro que HLA-DR3 y en menor grado HLA-DR2, se encuentran fuertemente
asociados con anticuerpos anti-Ro y anti-La mds que con LEG y SS. Ademas, la
combinacion heterocigota de HLA-DQwI y DQw2, los cuales muestran desequilibrio de
union con HLA-DR2 y DR3, respectivamente, correlacionan con niveles séricos altos de
anti-Ro y anti-La. Se ha hipotetizado que esta combinacion heterocigota de DQ puede
representar un ejemplo de complementacion génica “trans-alélica”. En algunos estudios se
ha mostrado que tanto la cadena DQo como DQf son codificadas por haplotipos
opuestos (trans) y qute pucden aparearse para formar un heterodimero hibrido sobre la
superficie celular, de esta manera se puede explicar la fuerte predisposicion a presentar
niveles altos de autoanticuerpos Ro y La, conferidos por el estado heterocigoto de

DQw1/DQw2.

Estudios moleculares mas recientes de los genes MHC clase 11 en pacientes
con anticuerpos anti-Ro y La han extendido las asociaciones serologicas previas con alelos
de HLA. Estudios de RFLP sobre individuos blancos o negros americanos con anti-Ro(:

l.a) confirman la asociacion de HLA-DR3 y heterocigotos DQwI/DQw2 con estos
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autoanticuerpos en ambas razas pero mostraron mayor especiticidad fos subtipos DQ
involucrados, p.ejem. DQwo mas que DQwS (dos formas de DQw ) y DQw2 1 (presentes
en haplotipos con DR3) mis que DQw2.2 (haplotipos con DR7). No se ha encontrado
asociacion con alelos DP determinados por oligotipificacion (SSO) en las respuestas de

anti-Ro v anti-La de individuos con LEG.

Subsecuentemente, Reveille y col. emplearon una combinacion de RFLP,
PCR, SSO y secuenciacion de nucledtidos para definir los genes HLA-DR y DQ en un
gran numero de pacientes negros y blancos con LEG y SS con o sin anti-Ro. En ambas
razas, HLA-DR3 y DQw2.1 asi como también heterocigotos DQwG/DQw2.1 se
presentaron en aproximadamente 25% de individuos anti-Ro £ La pero en solamente cn 2
al 5% de otros pacientes con LEG o individuos normales. En individuos negros con anti-
Ro, se encontrd incremento del haplotipo caucasico HLA-DR3 (DRw17), DQw2.1 en
comparacion con el haplotipo africano HLA-DR3 (DRwI8) el cual difiere en solo 4
aminodcidos, por lo que se hipotetizd que HLA-DRBI 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 union con DQw6) emergieron como elemento significativo
en la asociacion con la respuesta de este anticuerpo, incluyendo algunos homocigotos
DQwo6. Los pacientes restantes DQw2.1 y DQw6 negativos con anti-Ro, mostraron

HLA-DQ1*0302 (DQw8) 0 DQA1*0401 (DQw4), esto tltimo especialmente en negros.

Los alelos HLA-DQAl y DQBI comprenden DQw2.1 (DQAI1*0501,
DQBI1*0201) y DQw6 ( DQAL*06) los cuales se presentan en una gran variedad de
haplotipos diferentes a HLA-DR3 y -DR2, como son DQB1*0302 y DQA1*0401. Todos

los pacientes con anti-Ro con o sin anti-La mostraron uno o mas, generalmente tres o
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cuatro de estos alelos relevantes. El andlisis de las sceuencias de nucledtidos asociados a
estos alelos DQ mostraron que el 100% de individuos anti-Ro positivos tienen un residuo
de glutamina en la posicion 34 en el dominio exterior de la cadena DQAL vy leucina en la

posicion 26 de la cadena DQB1.

De esta manera la respuesta anti-Ro y L.a parece mostrar una asociacion
mayor con alelos HLA-DQ que con DR. Los alelos HLA-DQAT que poseen glutamina en
la posicion 34 y alelos DQBI con leucina en la posicion 26 parecen constituir un
requerimiento minimo para esta respuesta autoinmune. Probableme ite se requieren alelos
adicionales de MHC, ya que existe cierta jerarquia en la asociccion alélica de HLA
(DQw2.1 > DQwo6 > DQWS, etc) que contienen estos aminodcidos. Ambos residuos se
encuentran en DQATL y DQBI en la segunda region hipervariable, estos aminoécidos se
encuentan cn el fondo del surco donde se une el péptido antigénico dentro del modelo
propuesto para las moléculas MHC de clase 1. Debe enfatizarse que estos residuos en
HLA-DQ se han asociado con anticuerpos anti-Ro, pero son necesarios mas estudios para

probar que estos participan en la mediacion de la respuesta autoinmune (s2, 88, %,91,92)

7.1.6.3 ANTICUERPOS ANTI-Sm Y nRNP

Autoanticuerpos contra enzimas encargadas de la edicion del mRNA como
U-snRNP  (ribonucleoproteinas pequefias nucleares ricas en uwridina), se presentan
frecuentemente en LEG. Los anticuerpos anti-Sm estan dirigidos a autoepitopes sobre
snRNPs de Ul, U2, U4, US y U6 y anti-nRNP a diferentes antigenos 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
combinacion de estos autoanticuerpos en LEG, especificamente anti-Sm sin anti-nRNP,

anti-Sm y anti-nRNP, y anti mRNP sin anti-Sm.
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No se ha encontrado asociaciones entre las caracteristicas clinicas de LEG
con la presencia de anti-Sm, aunque el fenomero de Reynauld, miositis y baja frecuencia
de nefritis se han reportado en pacientes que presentan anti-nRNP. Ambos anticuerpos se

presentan mas 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 reporto incremento en la frecuencia de HLA-DR7. Para anti-nRNP, algunos

estudios HLA serologicos han reportado un incremento de DR4.

Recientemente, Kaneoka y col. emplearon para determinar genes de MHC
clase I SSO y secuenciacion en pacientes con autoanticuerpos del antigeno de 70kD de
UI-RNP y encontrd un incremento en las frecuencias de HLA-DR4 y DR2. Estos
investigadores han propuesto que algunas secuencias en la segunda y tercera region
hipervariable de los alelos DRB1 presentes en DR4 y DR2 pueden constituir epitopes de
susceptibilidad, especificamente los aminoacidos mostrados por DRBI en las posiciones

26,28,30232,70y73.

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
asociacion de anti-Sm, especialmente en negros con HLA-DR2, DQw®6, mientras que en
presencia de anti-nRNP se asocio con el incremento de la frecuencia de HLA-DQwS tanto
en pacientes blancos como en negros y adicionalmente HLA-DQwS en blancos. Estos
investigadores propusieron la hipotesis de que estas asociaciones de MHC pueden ser
explicadas por la diferencia de carga entre las cadenas DQAT y DQBI. Especificamente
las secuencias de DQA*0102 de DQwo6 (asociacion con anti-Sm) las cuales difieren de
DQAT*010t de DQwS5 (asociado con anti-nRNP) en un sitio, la posicion 34, El alelo o
asociado con anti-Sm (DQA1*0102) posee un aminodcido neutro (glutamina), mientras
que el alelo o asociado con anti-nRNP (DQAI*0101) posee un aminodcido con carga

negativa (dcido glutamico). Similarmente, la cadena DQB1*0602 de DQw6 (asociado con
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anti-Sm) muestra secuencias  comunes con las  cadenas DQBI*0501 (DQwS)
DQBI*0302 (DQWS) (asociadas con anti-nRNP) excepto en las posiciones 9, 57 y 87.
Las diferencias de aminoacidos en las posiciones 9 y 87 consisten en sustituciones
conservadas (sustituciones neutras). Lin contraste, la cadena de DQB1*0602 en fa posicion
57 contiene un aminodcido cargado negativamente (acido aspdrtico) asociado a anti-Sm,
mientras que DQB1*0501 posee un aminodcido neutro (valina) en la posicion 57 y alanina
(aminodcido neutro en DQB1*0302 asaciado con anti-nRNP). La comprobacion de esta
hipotesis requiere de estudios posteriores. Es importante sefalar que esta hipotesis es
similar a lo que se ha propuesto para la diabetes mellitus tipo I, en donde el alelo DQBI
muestra un acido aspartico en la posicion 57 el cual confiere resistencia, mieatras que cl

encontrar un aminofcido neutro en esta posicion confiere susceptibilidad s

7.1.6.4 ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDOS.

Los anticuerpos  antifosfolipidos  (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 prucba de sifilis (VDRL) y anticoagulante lipico. Por medio de la
cuantificacion de anticardiolipinas o deteccion de anticoagulante lipico los APAs han
mostrado una fuerte asociacion con eventos tromboticos intravasculares, abortos
espontaneos  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 Sindrome Primario de Antifosfolipidos (PAPS)
se ha propuesto en base a los pacientes que presentan caracteristicas clinicas en asociacion

con APAs, pero que no lienan los criterios para LEG y otras enfermedades autoinmunes.

Son pocos los estudios que existen de las frecuencias de antigenos de HLA
en pacientes con APAs. Empleando tipificaciones serologicas para DR. Savi reportd un

incremento en la frecuencia de HLA-DR7 en italianos con LEG y anticuerpos anti-
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cardiolipina, McHugh y Maddison encontraron un aumento de DR4 en Gran Bretafia,
MeNeil encontro resultados similares con DR4 en Australia. Ambos alelos DR7 y DR4 se
encuentran en desequilibrio de enlace con ¢l alelo de HLA-DRB4 DRwS3 (DRB4¥0101)
lo que sugiere que DRwS3 puede tener una asoctacion primaria con la enfermedad.
Goldstein, empled RFLP para definir alelos de clase 1T y reportd un aumento sigiificativo
de DRw53 en pacientes con LEG y anticardiolipinas positivas. Similarmente Asherson y
col. empleando RFLP y olicotipiticacion en 13 pacientes con PAPS (anticardiolipina y

anticoagulante lipico positivos), reportd una fuerte asociacion con HLA-DR4 y DRwS3.

Arnett y col. empleando RFLP para definir genes de HLA-DR y DQ en 20
pacientes con anticoagulante lipico circulante, encontraron un incremento significativo en
la frecuencia de HLA-DRS, -DRwS2b, -DQw7, los que muestran desequilibrio de enlace,
mientras que HLA-DR4, -DR7 y -DRwS3 no mostraron incremento significativo. La
frecuencia de HLA-DQw?7 se encontré incrementada significativamente en pacientes con
LEG y anticoagulante lipico positivo cuando se compard en pacientes con LEG y con la
presencia de anti-Ro, anti-La, anti-DNA, anti-Sm y anti-nRNP (U1.RNP). El analisis de
los alelos de DQAIL (DQA1*0301 o *0501) vy el alelo DQBI (DQB1*0301) que
comprenden la especificidad DQw7 demostraron fuerte asociacion con DQB1*0301. Los
pacientes HLA-DQw7 negativos con anticoagulante lupico presentaron los alelos HLA-
DQwS (DQB1*0302) y DQw6 (DQB1*0602). El andlisis de las secuencias de nucleotidos
revelc que HLA-DQBI*0301 (DQw7), *0302 (DQw8) y *0602 (DQwo6) mostraban
secuencias relacionadas muy estrechamente en las posiciones 71-77 en {a tercera region
hipervariable. Con estas evidencias se propuso que esta region puede constituir el
“epitope” para la mediacion de esta respuesta autoinmune. Existen otras secuencias
candidatas para conferir susceptibilidad , las cuales se encuentran en la misma moiécula de

DQB1, y que incluyen tirosina en la posicion 30 y alanina en la posicion 38 (113, 14, 115, n,

HE7, 118, 119, 120).
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7.1.6.5 ANTICUERPOS A 'ROCOLAGENO TIPO VI,

La epidermolisis bulosa adquirida (EBA) en una enfermedad bulosa de la
piel donde anticuerpos circulantes contra procoligeno tipo VIl en la epidermis parcce ser
la causa. Los pacientes con LEG desarrollan en forma rara lesiones bulosas en piel, y ¢n
estos casos se ha encontrado este mismo anticuerpo. Casi todos los pacientes con esta
respuesta autoinmune, ya sea con EBA o LEG se han asociado con DR2. No se ha

reportado una localizacion molecular de algin alelo especitico de HLA.

7.1.7 GENES DE INMUNOGLOBULINAS,

Existen asociaciones multiples 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 como
en miembros de familias con LEG, lo que sugiere que puede existir alguna influencia entre
los genes de inmunoglobulinas y LEG. Sc¢ ha mencionado la relacion de un idiotipo
particular de anticuerpos anti-DNA (1dGN2) y alelos de MHC clase 11 en pacientes con
nefiitis y lesiones glomerulares. Recientemente Olee y col. describieron una delecion
homocigota en el gen humano Humhv, que codifica para factor 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 asociacion con

LEG, especialmente aquellos relacionados con autoanticuerpos especiticos (121,122, 123, 124).
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7.1.8 FACTOR DENECROSIS TUMORAL w.

Los genes del factor de necrosis tumoral (TNF) acy {3 (linfotoxina) se han
mapeado dentro de la region de genes MHC clase HI Jacob y col. describieron la
asociacion de un polimortismo de TNF « en desequilibrio de union con ef haplotipo HLA-
DR2, DQwI que resulta en niveles bajos de TNF, mientras que niveles altos de TNF se
han asociados con HLA-DR3 y DR4. Estudios realizados en ratones revelaron un efecto
desequilibrio de unidn similar entre los niveles de TNF . y H-2.'Y en ratones lapicos que
mostraron niveles bajos de TNF @ y que fucron suplementados con TNF exogeno,

presentaron una enfermedad semejante al lupus (123, 126,127, 128,129, 130)

7.9 GENES DELRECEPTOR DE CELULAS T (TCR) EN LEG.

Existen dos tipos de TCR. El TCR aff expresado en el 95 % de las células
T y que interacciont con moléculas de MEIC. Y el TCR 0 presente en un pequeiio grupo
de células T CD4(-), CDB(-)y que reconocen proteinas de choque térmico propias y
bacterianas. Originallmente no se encontrd restriccion con moléculas de MHC, aunque
algunos datos recientes sugieren que existen algunas interacciones con las moléculas de

MHC 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 « y y det TCR se encuentran en el cromosoma 14
y de las cadenas | y & dentro el cromosoma 7. El conocimiento sobre el polimortismo de
los genes del TCR es atin limitado. Sin embargo, algunos estudios realizados en estos

genes empleando RFLP se han reportado en pacientes con LEG. No se ha encontrado
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ningwa asociacion definida, ni se han detectado deleciones en ¢l gen f§ del TCR
contrastando con lo reportado en ratones blancos de Nueva Zelinda (NZW). Dukley y
col. investigaron los patrones de RFLP para las cadenas ct, § y y sin encontrar asociacion
con LEG o alelos especificos de MHC. Tebib y col. por otro lado, reportd un incremento
significativo en patron de RFLP en la cadena o empleando la endonucleasa de restriceion
Pstlen pacientes blancos americanos, aunque no asi en mexicanos con LEG. Frank y col.
reportaronun incremento significativo en la combinacién de los patrones de RFLP con las
endonuclessas TCRBBgHT y TCRPKpnl en pacientes con LEG  anticuerpos anti-Ro,
comparados con individuos anti-Ro negativos. En un estudio de familias de casos
maltiples no pudo demostrarse ninguna asociacion con los genes d: las cadenas o, B y v

del TCR en pacientes con LEG 131.132,133,134),



8. MATERIALES Y METODOS.

Se estudiaron 181 pacientes con diagnostico de Lupus Eritematoso
Generalizado (LEG) y 105 individuos sanos como controles, los cuales fueron tipificados
scroldgicamente para moléculas de HLA clase 1 por medio de la técnica de
linfomicrocitotoxicidad de acuerdo a lo descrito por Terasaki ; los genes de MHC clase 11
fueron determinados a nivel de DNA utilizando la téenica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para amplificar las regiones correspondientes a los genes DRBI, DQA,
y DQB, la identificacion de los alelos correspondientes a cada gen se determind mediante

el empleo de Sondas de Oligonucleotidos Alelo Especificas (SS0).

Se determing la frecuencia génica de cada uno de los loci y se compararon
mediante los métodos estadisticos no paramétricos Chi cuadrada y Prueba exacta de
Fisher, empleando el paquete estadistico para computadora EPI-INFO y la p calculada fué
corregida por el método de Bonferroni para comparaciones multiples, el nimero de alelos

comparados en este trabajo fué de 22.

Las técnicas metodologicas se describen con detalle a continuacion.

8.1 TIPIFICACION SEROLOGICA
DE HLA.

TECNICAS PARA LA DETECCION DE ANTIGENOS HLA - A,B,C,DR, DQ .

La prueba de citotoxicidad para linfocitos en microplacas fué introducida
en 1964 por Terasaki y McClelland y presentada en el primer Congreso Internacional de
Histocompatibilidad (1978) y desde entonces es universalmente aceptada como un método

sencillo, sensible y reproducible para tipificar antigenos HLA.
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1 principio de la téenica de citotoxicidad es una reaceion Ag-Ac,
dependiente de complemento. Los linfocitos son incubados con ua suero especifico anti-
HLA seguido por la adicion 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 eélulas 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 permaneceran viables y no »ermiten la entrada de

colorante a su interior (reaccion negativa),

PROCEDIMIENTO:

PREPARACION DE LAS PLACAS PARA TIPIFICACION:

Los antisueros empleados son anticuerpos anti-antigenos HLA, que
preferiblemente deben ser monoespecificos. Estos antisueros se obtienen de pacientes con

transplantes previos, multitransfundidos, o bien de placentas de mujeres multiparas.

Los sueros deben ser caracterizados empleando paneles de referencia de
células tipificadas. En muchas ocasiones es dificil encontrar sueros monoespecificos, por
lo que se emplean -sueros poliespeciticos, en cuyo caso es necesario emplear una

combinacion de antisueros que permita distinguir los diferentes antigenos HLA.

Para una adecuada tipificacion de los antigenos de HLA deben emplearse
por lo menos 2 diferentes antisueros de la misma especiticidad. Si se van a determinar
antigenos de clase II es indispensable la adsorcion del suero con un pool de plaquetas
humanas con el fin de adsorber anticuerpos dirigidos contra antigenos de clase I y de

esta manera obtener un antisuero especifico para clase IL.

Como control se puede emplear:
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. Un pool de suero normal que se prueba con 100 células y no muestra ninguna
reactividad.
2. Suero de un varon sano de grupo sanguineo AB que no presente actividad citotdxica en

pruebas con 100 finfocitos.

Ll antisuero empleado como control positivo corresponde a un suero
monoclonal HLA monoespecitico anti-humano luertemente citotoxico, también puede
emplearse una combinacion de sueros de pacientes altamente sensibilizados a os que se les

ha probedo una alta citotoxicidad.

Para la tipificacion de moléculas de clase 11 se debe incluir en el panel de
antisueros un control anti-linfocitos B, el cual es un anticuerpo monoclonal que no
presenta reactividad contra: granujocitos, linfocitos T, plaquetas, monocitos y hematies.
Es aconsejable también incluir controles anti-monocitos, granulocitos y linfocitos T, de
esta manera es posible valorar la contaminacion con otro tipo celular diferente de

linfocitos B.

Antes de adicionar fos antisueros en {a placa de Terasaki es importante
_ centrifugarlos a alta velocidad para eliminar lipidos o cualquier contaminante que pueda

dificultar {a fectura de la placa.

Se debe adicionar 5 pl de aceite mineral a cada pozo de la placa para evitar
la evaporacion de la cantidad tan pequefia de antisuero y facilitar la mezcla de éste con la

suspension celular.

Se adiciona 1 pl de los respectivos antisueros en cada uno de los pozos de

la placa y se realiza un mapa donde se especifique la posicion y especificidad de cada
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antisuero, la cual debera ser empleada para la anotacion de los resultados y su

interpretacion.

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 mas
de 30 minutos desde su descongelacton. No deben volverse a congelar, tampoco
conservarse en hielo seco st no estan debidamente selladas, ya que el CO, ocasiona

acidez, destruyendo la actividad del sucro.

Las placas pueden adquirirse comercialmente ya preparadas.

OBTENCION DE LINFOCITOS:

1. Obtener de 10 a 20 ml de sangre anticoagulada (EDTA Nay, heparina o preferiblemente
ACD). Colocar la muestra en un tubo Falcon de 50 ml.

2. Diluir la sangre con PBS pH= 7.4 ¢ solucion salina isotonica en relacion 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 6 Ficoll -Hypaque 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.

91

. 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 ¢l 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 ¢l paguete celular en 1 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 refrigeracion, las células permanecen viables por 3 dias. O

bien congelarlas si deben almacenarse por un periodo mds prolongado (para la técnica de

criopreservacion ver mas adelante).

10, Transferir la suspension celular a un bo Eppendorf de 1.0 ml.

11.Centrifugar (en microcentrifuga) aproximadamente | seg (prender y apagar
rapidamente) a 7000 rpm. [Este procedimiento elimina los polimofonucleares
remanentes, asi como 10s monocitos.

12. Transferir el sobrenadante a otro tubo Eppendorfde I mi.

13. Centrifugar por | 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 mas linfocitos, repitiendo el proceso de separacion por centrifugacian).
15. Resuspender el boton celular en aproximadamente Iml de medio RPMI o MacCoy.
NOTA: Si el botan celular contiene eritrocitos (se observa de color rojizo) agregar 1 ml
de solucion AKC antes de agregar el medio RPMI, resuspender e incubar por 5 min a
37°C.

Centrifugar por 2 min a 5000 rpm

Desechar el sobrenadante. Agregar 1 ml de PBS y centrifugar nuevamente por |

min a 5000 rpm, para lavar las células.

Resuspender el boton celular en I mt de medio RPMI y continuar con el protocolo.
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16.Ajustar la suspension celular a una concentracion de 2 a 3 X 10" células por ml.

Para este procedimiento se puede emplear una camara de Neubawer. La
cual se carga con 'ma mezcla de la suspension celular y colorante azul de tripan en
relacion 1:1. Mediante este procedimiento s¢ puede realizar ¢l conteo celular y la

determinacion de la viabilidad celular.
Contar 5 cuadrados de la cuadricula central (para globulos rojos), el cual
. 3
corresponde a un volimen de 0.02 mm”.
~t s i 3 .
El nimero de células por mm” se caleula de la manera siguiente

_ (n) X 1000 mme X dilucion
002 mme X 1 ¢cc

No. de celulas / ml

donde:
n= nunero de células contadas

dilucion = en este caso corresponde a 2.

Para el ajuste se realiza una regla de 3 simple, por ejemplo:

Si se tiene una suspension celular con 6 X 10° células por ml y se desea

ajustar a 2.5 X 10° células por ml, entonces:

(19 [} —— 1000 pl

entonces X=416.67 pl.
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Para ajustar la suspension se requieren 416.67 ud de la suspension anterior

583.33 pd de medio RPMI

PRUEBA DE LINFOTOXICIDAD PARA DETECTAR ANTIGENOS
HLA-ABC.

I. Descongelar las placas de Terasaki que se emplearan para la tipificacion.

o

Mezclar la suspension de linfocitos previamente aislados y contados.

3. Afiadir 1 pl de la suspension celular a cada pozo de la placa.

4. Incubar las placas a temperatura ambiente (22 a 25 °C) durante 30 minutos.

5. Afadir 5 ul de complemento de conejo a cada uno de los pozos.

6. Incubar a temperatura ambiente por 60 minutos.

7. Aiadic 5 pl de solucion de Eosina Y y esperar que se fifian las células
(aproximadamente 3 minutos).

8. Agregar 5 pd de formalina amortiguada.

9. Dejar reposar las placas por 20 minutos para permitir el asentamiento de las células.

10.Leer en microscopio invertido con contraste de fases.

EVALUACION MICROSCOPICA DE LA PRUEBA DE TIPIFICACION.

Una reaccion positiva se observa cuando las células aparecen tefiidas, de

mayor tamaiio, observandose practicamente solo el contorno celular.

En una reaccion negativa las células aparecen intactas, sin tefiir y

refringentes.
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La intensidad de la reaccion se califica mediante una cscala, de la siguiente

manera:

PUNTOS
l

o

o« O

REACCION
NEGATIVA
NEGATIVA +/-

DEBILMENTE POSITIVA

POSITIVA
FUERTEMENTE
POSITIVA

90

(%) DE CEL. MUERTAS.
0-10
11-20
21-40
41-80
80-100



TIPIFICACION DE MOLECULAS DE HLA CLASE I1.

INTRODUCCION:

l.a tipificacion de moléeulas clase 11 serologica se realiza mediante fa
técnica de citotoxicidad cuyo fundamento es el mismo que la para la técnica de tipificacion
de las moléeulas de clase I. Las moléculas de clase II son expresadas en células como los
linfocitos B, lineas celulares linfoblastoides de estirpe B, monocitos, macrofagos, células
endoteliales, células de Langerhans, linfocitos T activados. La tipificacion de éstas
maléculas se realiza principalmente en linfocitos B, las cuales pueden ser aisladas de una

muestra de sangre periférica.

Existen varios métodos para separar linfocitos T de B como pueden ser:
formacion de rosetas con globulos 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 continuacion la separacion de linfocitos B se
realiza mediante la técnica de LINFO-KWIK. Cuyo principio esta basado en el empleo de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra células no deseadas mas complemento. Las
células no deseadas son lisadas y separadas de los linfocitos mediante centrifugacion en

gradiente de densidad.
PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO DE LINFOCITOS B.

l. 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 | minuto. Descartar el
sobrenadante.

3. Agregar 0.8 ml del reactivo I y mezclar bien.
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10.Descartar el sobrenadante y resuspender los linfocitos con | ml de PBS.

Incubar a 37 © C por 60 minutos, mezelar ocacionalmente por inversion.

Colocar una capa de 0.2 mi de PBS sabre la superficie del reactivo |

Centrifugar a 2000 g por 2 minutos.

. Descartar la capa de células muertas y ol sobrenadante.
8.
9.

Agregar 0.5 ml del reactivo 2, mezclar bien.

Centrifugar a 2000 g por 2 minutos.

I {.Centrifugar a 1000 g por | minuto.

12.Resuspender los linfocitos en medio de RPMI.

. o I . 3
13. Ajustar la suspension a una concentracion de 2 a 3 millones por cm’™.

PROCEDIMIENTO PARA LA TIPIFICACION DE HLA- DR.

LR WP

o =2 o

Descongelar las placas para tipificacion clase II.

. Agregar 1 pl de la suspension de linfocitos B a cada pozo.

Incubar las placas a temperatura ambiente (22/25°C) por | hora.
Agregar Sul de complemento de congjo para clase Il a cada pozo.
Incubar las placas a temperatura ambiente por dos horas.

Agregar Sul de eosina, esperar 3 minutos para que se realize la tincion.
Agregar Sl de formaldehido .

Dejar reposar las placas por 20 minutos para que se asienten las células.

9. Realizar la lectura en el microscopio.

10.La evaluacidn se realiza de la misma manera que para las moléculas de clase L.

PROBLEMAS Y RECOMENDACIONES:

1.

o Células maltratadas durante el aislamiento, almacenamiento o transporte.

Alta muerte celular (background) se puede deber a:
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0.

La muerte celular puede ser consecuencia de la presencia de sustancias 1oxicas como

detergentes, solventes o productas generados por contaminacion bacteriana.

I exceso o falta de cdlulas suficientes en cada pozo de reaccion. Debe existir un

equilibrio entre la cantidad de antisuero y células para que la reaccion se lleve 2 cabo.

. La contaminacion bacteriana causa reacciones falsas positivas, lo mismo ocurre en caso

de reactivos contaminados.

fnadecuada temperatura de incubacion .

. Complemento manejado en forma inadecuada .

Contaminacion por arrastre de antisueros durante la siembra celular, al tocar con la
aguja de la pipeta los antisueros.
Almacenamiento prolongado de las placas de tipificacion ya que el suero libera CO,,

ocastonando la produccion de burbujas en los pozos, lo cual diliculta la lectura.

. La contaminacion con eritrocitos dificultara la lectura ya que es dificil distinguir los

eritrocitos de los linfocitos.
Otro problema que se presenta cuando la preparacion esta contaminada con eritrocitos
es la presencia natural en ¢l suero de anticuerpos naturales contra ¢l grupo sanguineo

ABO, dando como resultado lisis de eritrocitos, indistinguible de la lisis linfocitaria.

10.El excesivo nimero de granulocitos, plaquetas y eritrocitos puede consumir

I

complemento y provocando reacciones falsas negativas.

. La contaminacion con granulocitos frecuentemente ocasiona falsos positivos ya que

éstas células son muy sensibles al efecto citotoxico del complemento de conejo.

12. Emplear complemento de conejo especifico para la tipificacion de clase 11, ya que este

complemento es extraido de conejos recién nacidos y carecen de anticuerpos

heterofilos que pudieran lisar células por reaccion inespecifica.
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8.1 CRIOPRESERVACION DE CELULAS.

Cuando se requiere almacenar las células para  ser tipificadas
posteriormente, o cuando se requiere tener un banco de células ya tipificadas, dstas
pueden ser congeladas. El rango de recuperacion de las alicuotas congeladas es de 50 al

95%.

MATERIALES:
Solucion congelante: 10% v/v dimetil-sulfoxido (DMSO) en suero fetal bovino. Preparar

el dia de su uso y mantener a 4°C.

PROCEDIMIENTQ:

l. Atslar los linfocitos mediante la técnica de Ficoll- Hyopaque, descrita anteriormente,

joe}

. Resuspender las células en medio de RPMI y realizar un conteo,

3. Centrifugar a 100 g por S minutos a temperatura ambiente., Desechar el sobrenadante.

4. Agregar por cada 1X 10° células 1 ml de solucion congelante (solucion fresca fiia,
mantener en hielo). Transvasar a un criotubo (Nunc #3-63401), en alicuotas de 0.5 ml.

5. Mantener la suspension en hielo seco / etanol y glicerol por un periodo de 60 min.

6. Transferir a nitrogeno liquido.

RECUPERACION DE CELULAS CONGELADAS.

MATERIALES:

-RPMI suplementado (ver apéndice de reactivos).

-Incubador con humiditicador a 37°C y 8% de CO,,
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PROCEDIMIENTO:

1. Descongelar completamente los criotubos en un baiio de agua a 37°C, sumergiendo los
tubos solamente hasta el nivel de la muestra.
2. Una vez descongelada la suspension, transvasar el contenido en ambiente esteril a un

tubo conico de 15 ml y aftadir 5 ml de RPMI a 37°C

o

. Centrifugar 5 minutos a 100 g.

Aspirar el sobrenadante y resuspender el boton celular en 5 ml de RPM1 a 37°C.

b

Centrifugar a 100 g por 5§ minutos.
6. Descartar el sobrenadante y volver a resuspender en medio de RPMIL
7. Diluir con azul de tripano 1:1, verificar viabilidad celular, contar y ajustar a la

concentracion de trabajo.

RECOMENDACIONES:

¢ La solucion de congelamiento debe ser preparada justo antes de su empleo.

¢ EI DMSO que contiene la soluci-n de congelamiento es toxica para las células cuando
estan en contacto a temperatura ambiente por un periodo mayor de 20 minutos. Por lo
que se aconscja trabajar con rapidez y enun bafio de hielo.

e Emplear solamente criotubos, ya que estos recipientes estan disefiados 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 :canzados con la tecnologia del DNA se ha
brindado apoyo a la medicina, originandose lo que se conoce como medicina molecular.
La medicina molecular pretende esclarecer cual es la causa de las enfermedades a nivel
molecular. Su aplicacion, ayuda a la identificacton genes, conocer su sccuencia
nucleotidica y a descubrir cuales son la mutaciones que se presentan con mayor frecuencia

en un gen,

FUNDAMENTO:

La extraccion de DNA esta basada en la lisis de membranas celulares y la
degradacion de las proteinas asociadas al DNA, las cuales son extraidas durante pasos de
purificacion, para posteriormente ser precipitado mediante sales de sodio (cloruro 6

acetato de sodio) y ctanol.

PROCEDIMIENTO:

I. 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 vacio).

4. Resuspender el paquete (boton 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.

~J

- Resuspender el boton celular con S0 mi de PBS, para favar nuevamente.

oo

3. Centrifugar S minutos a 1500 rpm.

~

). Desechar el sobrenadante. Resuspender el boton celular con 50 ml de AKC.

10.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.

I {. Desechar el sobrenadante. Resuspender el boton celular con PBS.

12.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm,

13 Desechar el sobrenadante. Al boton celular adicionar 3 mt de RSB, mezclar
suavemente para resuspender las células.

[4. Agregar 300 l de SDS al 10 %y 100 ul de proteinasa K (I mg/mi). Mezclar ¢ incubar

toda la noche a Baiio Maria entre 65y 70 °C.

15.AL SIGUIENTE DIA: Saturar fenol con TRIS base 0.5 M pH=8.0, empleando una

relacion 1:1.

16.Adicionar 3.0 ml de fenol saturado a la mezcla (trabajar en campana de extraccion).

Mezclar por inversion. Este paso tiene el objeto de desproteinizar.
17 Centrifugar S minutos a 1500 rpm
18.Con una pipeta Pasteur extraer la fase inferior y desechar.
19.A la fase acuosa (lechosa) adicionarle 3.0 ml de fenol saturado. Mezclar por inversion,
20.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.
21 Extraer la fase inferior y desechar.

22 Afadir a la fase acuosa 2 ml de buferr TE y 5 ml de cloroformo-alcohol

isoamilico.Mezclar.
23 Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm.
24.Extraer la fase inferior y desechar, Agregar nuevamente 5 ml de cloroformo-atcohol

isoamilico.
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25.Centrifugar 5 minutos a 1500 rpm. Repetir este paso hasta que la fase acuosa quede

cristalina.

26.Agregar la décima parte del volumen final de muestra de NaCl 5 M para obtener una
concentracion tinal 0.5 M (p.cjem. para 5 ml de fase acuosa, agregar 500 pl de NaCl 5

M. Mezclar,

27 Agregar 3 volumenes de etanol absoluto frio. (p. ejem. 15 ml de alcohol para 5 ml de

fase acuosa). EI DNA precipita inmediatamente. g
28.Separar ¢l DNA y colocar en un tubo Eppendort.
29.Lavar el precipitado con etanol &l 70%.
30.Retirar la mayor cantidad posible de etanol.

31.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 GENOMICO
MICROTECNICA.

PROCEDIMIENTO:

|88

9.

En un tubo Eppendorf adicionar 300 pl de buffer de lisis y 150 pl de sangre total

(anticoagulada con EDTA). Mezclar por inversion ¢ incubar por § min a 60°C.

. Adicionar 450 de cloroformo. Agitar 2 minutos.
. Centrifugar 5 minutos a {4 000 rpm.

. Con una pipeta Pasteur extraer el sobrenadante ( fase acuosa ) y depositar en otro tubo

Eppendorf.

. Agregar al sobrenadante 450 pl de agua destilada y 50 pl de CTAB. Mezclar

suavemente por inversion por 2 minutos.

. Centrifugar 10 minutos a 10 000 rpm.

. Decantar el sobrenadante. Resuspender el precipitado en 10 pl de NaCl 1.2 M y aftadir

375 wi de etanol absoluto frio, Agitar suavemente. EI DNA se observa en forma de

hilos.

. Centrifugar 10 minutos a 14 000 rpm.

Decantar el sobrenadante. Adicionar al precipitado 500 pi de etanol fiio al 70%.

Mezclar por inversion,

10.Centrifugar 5 minutos a 10 000 rpm.

I1.Decantar el sobrenadante. Secar el DNA en un desecador.

12 Resuspender el DNA en 50 pl de agua bidestilada. Una vez disuelto, congelar.
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8.5 CUANTIFICACION DE DNA Y RNA POR
ESPECTROFOTOMETRIA

FUNDAMENTO:

Este método es empleado para estimar la concentracion de DNA 6 RNA
por espectrofotometria de absorcion ultravioleta, ya que los dcidos nucleicos tienen una
absorbancia maxima a 260 nm, mediante éste método es posible también conocer su
pureza ya que las proteinas ticnen una absorbancia maxima a 280 nm, por lo que la
relacion de estas lecturas nos da una idea de la pureza de los acidos nucleicos. Este

procedimiento tiene un rango de sensibilidad de 5 ng DNA/ml a 50 ug DNA/ml.

Las lecturas de absorbancia a 325 nm pueden detectarnos particulas
presentes en la solucion o suciedad de las cubetas de lectura, mientras que los
contaminantes que contienen enlaces peptidicos o moléculas aromaticas como las

proteinas y fenol absorben a 230 nm.
PROCEDIMIENTO:

1. Pipetear 1 ml agua o buffer TNE (segiin sea el diluyente de la muestra) en una cubeta

de cuarzo. Leer absorbancia a 325 nm y ajustar el cero del espectrofotometro.

2. Tomar 5ul de la muestra de DNA o 4 pl de RNA y afiadir 995 I de agua destilada.
Mezclar y transferir a una celda de espectrofotometro. Leer absorbancia a 280, 260 y

230 nm.
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3. Emplear la absorbancia a 260 para caleular la concentracion de DNA. Para DNA una
Ay de 1 corresponde a SO pg/ ml, - 37 pug/ ml de DNA de cadena sencilla, 0 -~ 40

g/ml de RNA.

4. La concentracion de DNA o RNA en microgramos por microiitro de muestra sera 10
veces la lectura de absorbancia. Por ejemplo; si la absorbancia de la muestra diluida es

0.2 a 260 nm la muestra original contiene 2 pg de DNA 0 RNA por nucrolitro.

§. La concentracion de oligonucledtidos cortos de secuencia conocida pueden también ser
determinados empleando Ay, Debe tenerse en cuenta que la conposicion de bases del
oligonucledtido puede tener efectos significativos sabre la absorvancia. La absorhancia

total es la suma de las contribuciones individuales de cada base.

COEFICIENTES DE EXTINCION MOLAR DE BASES DE DNA.

B /\SE 260nm
Adenina 15200
Citocina 7050
(Guanina 12010

Timina 8400

El empleo de fa relacion Axw/Asse ¥ Apo, Aszs pueden auxiliar en la
estimacion de la pureza de la muestra de dcidos nucleicos. Valores de la refacion Asge/Azso
de 1.3 y 1.9 para DNA y de 1.9a 2.0 para RNA nos indica que tenemos una preparacion
de alta pureza, ya que los contaminantes que abosrben a 280 nm (proteinas) reducen el
valor de ¢sta relacion, en cuyo caso debe purificarse 1a preparacion mediante el método

descrito a continuacion.
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NOTA: Si la maestra contiene menos de 0.1 pl / ml, la lectura de DO sera

tan baja que es poco conliable. En este caso usar una dilucion menor y ajustar los calculos

acordemente.

8.6 PURIFICACION DE DNA.

PROCEDIMIENTO:

to

0.

. Afadir a la muestra de DNA disuelto en agua un volumen de fenol saturado mas un

volumen de cloroformo. Mezclar, por inversion para no fragmentar el DNA.

Centrifugar por | minuto a 15 000 rpm.

. Remover la fase acuosa y transferirla a otro tupo Eppendorf.

Afadir a la fase acuosa la décima parte de NaCl 5M (a pH 7), para tener una

concentracion final de NaCl 0.5 M.

. Aniadir 2.5 volumenes de etanol Refrigerar por varias horas, para favorecer la

precipitacion.

Centrifugar por 10 mina 4 °C a 15000 rpm.

. Descartar cuidadosamente ¢l sobrenadante, para remover las sales residuales, lavar el

precipitado con etanol al 70%, mezclar.

. Centrifugar 2 minutos a 4°C a 15 000 rpm.

. Descartar el sobrenadante.

10.Colocar el precipitado en un desecador.

I 1.Una vez seco el DNA, disolver en agua bidestilada.
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8.7 PROCEDIMIENTO PARA LA TIPIFICACION DE HLA-DRBH,
DOB1Y DPBI POR HIBRIDIZACION CON SONDAS DE
OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA ESPLECIFICA
(SSO).

INTRODUCCION:

L.os estudios de biologia molecular de los genes de MHC han dado las bases
para el estudio de la gran diversidad de estos antigenos a nivel molecular. El andlisis de la
region HLA-D ha conducido a la identificacion de un gran nimero de alelos de los genes
DR, DQ, DM, DN y DO. Estos estudios también han proporcionado las herramientas
necesarias para realizar el andlisis del porlimorfismo de sistema  HLA a nivel moleeular
(genotipificacion) empleando el método de hibridizacion con sondas de oligonucledtidos

secuencia especifica (SSO, oligotipificacion de HLA).

L.a introduccian de un paso de amplificacion sobre el DNA blanco por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha hecho posible el empleo rutinario de
ésta técnica en la tipificacion de HLA encausado al transplante de organos y médula osea,
asi como en estudios a gran escala de la asociacion de enfermedades con HLA o bien

genética de poblaciones.

Este procedimiento se puede realizar basicamente en dos pasos, mediante los
cuales se puede identificar la mayor parte de los alelos de DRBI, DRB3/B5, DQBI y
DPBE.

El primer paso (oligotipificacion del DR gengrico) identitica las principales
especificidades serologicas DR1-14. Incluyendo 2 a 5 oligonucteotidos secuencia especifica
adicionales, la tipificacion genérica puede resolver las especificidades DR1-16 ¢ DR1-18

respectivamente.
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El segundo paso consiste en escoger sondas apropiadas dependiendo el DR

genérico para obtener la identificacion de los alelos DRB1, B3/B5 , DQBI y DPBI.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.
(PCR).

El volumen total de la mezcla de reaccion es de 50 pl el cual contiene:

I ul de DNA genomico.

10 il de Bufter de amplificacion 5X.
Iyl de ANTPs [0 mM (0.2 mM).

I 1l de cada primer (25 pmol).

I 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
adicion de la Taq polimerasa. En todas las series de PCR se incluyen blancos para
monitorear contaminacion por arrastre. La eficiencia del PCR se prueba mediante una

electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % en bufter TE.
La mezcla de reaccion puede ser preparada con anterioridad (buffer de

amplificacion, dNTPs y primers), pueden ser irradiados con luz UV y almacenados a -20 °C

en alicuotas de 100 microlitros.
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INMUNOPUNTO.

Se mezela una alicuota de 2.5 pl del amplificado con 50 ml de acetato de
amonio 1M, ésta mezela es aplicada manualmente sobre un filtro (Nytran, Schleicher &
Schuell). La membrana se desnaturaliza en NaOH 0.4 N por 10 minutos, posteriormente se
neutraliza con acetato de amonio IM 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 OLIGONUCLEOTIDOS.

El marcaje se realiza empleando [P] g-ATP y polinuciedtido cinasa. La
marca en estas condiciones se realiza en el extremo 5 del oligonucledtido.Cada reaccion
conticne 6 pmoles del oligo, 25 mCi de ATP, | ml de buffer cinasa (0.5M Tris-HCI,
pH=7.6, 0.1 M de MgCl,, 50 mM de ditiotreitol (DTT), ImM de espermidina, | mM de
EDTA) y 5U de T4 polinucledtido cinasa (Pharmacia). Se incuba por 30 minutos a 37 'C y
el oligo marcado se purifica sobre una columna de DES2 (Whatman, Cat. no. 4057-050).
Después de pasar el oligo por la columna, ésta se lava con 10 ml de buffer de lavado (150
mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH= 7.8, 10 mM EDTA) y el oligo purificado es cluido con
fracciones de 0.2 ml del buffer de elucion (IM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 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,
Boelringer) y una transferasa terminal. La mezcla de reaccion contiene 4 mi de buffer de
marcado (200mM de K-cacodilato, 25mM Tris-HCI, pH=6.6, 0.25 mg/ml BSA), 4 ml de
CoCl; (100 nmol), 100 pmol SSO, y I nmol DIG-11-ddUTP y 25 U de transferasa terminal
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(TdT) en un volumen total de 20 pl. La reaccion se incuba a 37 “C por 20 minutos ¢

inmediatamente se congela a -20 °C.

HIBRIDIZACION CON SSOs CON MARCA RADIOACTIVA.

PREHIBRIDIZACION: 30 minutos a 54 °C en buffer de hibridizacion de cloruro de
tetrametilamonio (TMAC)

HIBRIDIZACION: | a 3 horas a 54 “ C en buffer de hibridizacion TMAC con 0.5 X 10°
cpm/ ml de la sonda SSO marcada. El bufter de hibridizacion TMAC contiene 50 mM
Tris-HCl, pH=8.0, 3 M TMAC (Fluka), 2 mM EDTA, pH=8.0, solucion Denhardt 5X,
0.1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS), 100 mg/ ml de DNA desnaturalizado de

esperma de salmon. La solucion se filtra a través de un papel Whatman 3MM,

L.as manchas se lavan dos veces por 10 minutos a temperatura ambiente en solucion de

SSPE 2X-0.1% SDS, una vez con buffer TMAC por 10 minutos a temperatura ambiente y

dos veces en butfer TMAC a una temperatura dependiente del tamaiio del oligo empleado

(p, ¢. 58°C para 18 bases, 59 °C para 19 bases y 60 °C para 20 bases).

[

HIBRIDIZACION CON SSOs MARCADOS CON DIG.

Bloqueo: incubar las membranas por 30 min a 54 °C en solucion de bloqueo ( SSPE 4X,
1% de reactivo de bloqueo [Boehringer], 0. 1% de laurilsarcosina [Sigmua]).
Prehibridizacion: 30 min a 54 °C en buffer TMAC.,

Hibridizacion: 4 horas a 54 °C en buffer de TMAC que contiene 2 pmol/ml de SSO-
marcado con DIG. Buffer TMAC (50 mM Tris - Hel, pH= 8.0, 3M TMAC, 0.1% SDS,
2mM 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 segin el

tamafio del oligo (entre 58 - 60 °C, igual que en el caso anterior).
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DETECCION POR QUIMIOLUMINISCENCI,

l.os siguientes pasos deben ser realizados en un ircubador rotatorio a

temperatura ambiente.

I. Lavar las manchas 5 minutos con el buffer 1.

2. Incubar por 30 minutos en el butter 2.

3. Incubar por | hora en el bufter 2 con anti-cligoxigenina marcada con fosfatasa alcalina en
dilucion 1:5000 (Boehringer). Esta solucion puede reusarse, hara lo cual debe
conservarse a 4 °C.

4. Lavar dos veces en bufter 1 por periodos de 15 minutos.

5. Incubar dos minutos en el bufter 3.

6. Cubrir las manchas con 0.5ml/ 15 ecm® de solucion AMPPD (dilucion 1:100 en buffer 3
por 5 a 15 minutos a 37 °C).

7. Secar las membranas y exponerlas a una pelicula de rayos X por 90 minutos a
temperatura ambiente.

8. Revelar.
Buffer I: 0.1 M Tris-HCl, pH=7.5 - 015 M NaCl.
Bufter 2: 0.1 M Tris-HCE pH= 75 - 0.15 M NaCl - 1% solucion de bloqueo.

Buffer 3: 0.1 M Tris-HCI, pH=9.5 - 0.1 M NaCl - 50 mM MgCl,.

Las membranas pueden reutilizarse después de un proceso de
deshibridizacion por 30 minutos en NaOH 0.4 Ny posterior neutralizacion en Tris-HCI 0.2
M pH= 7.5 - 0.1 X SSPE - 0.5 % SDS por 30 minutos a 42 °C.

MARCAJE NO RADIOACTIVO CON BIOTINA-dUTP.

Alternativamente, las sondas SSO pueden ser marcadas con biotina-11-

dUTP y una transferasa terminal como se describio para el marcaje con DIG. La
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hibridizacion se realiza bajo las imismas condiciones que para DIG-SSOs (TMAC) vy la
deteccion es realizada mediante un conjugado de avidina-fostatasa alcalina y AMPPD como

sustrato.
INTERPRETACION:

La identificacion de los principales grupos de DR (DRI-DR14 Figura 8)
(DR genérico) es realizado despuds de la amplificacion del exon del primer dominio de
DRB por medio de PCR empleando los primers DRP1 y DRP2 (Cuadro 10). El DNA
amplificado es hibridado con 14 sondas SSO (Cuadro 11), mediante lo cual es posible la
identificacion de las especificidades de DR1-DR 14, 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 tipificacion con 14 sondas-DR (Cuadro 13).
Todas ambiguedades pueden ser resueltas mediante la hibridizacion con‘SSOs S57, E28 y
R71 (Cuadro I1) o, alternativamente por PCR-grupo especifico. La inclusion de dos sondas
SSOs adicionales permite la deteccion de los alelos DRB5*0101 y 02, lo que aumenta la
resolucion de DR1 a DRI6. La inclusion de tres SSOs para identificar los subtipos de
DR52a, -52b, y 52¢ (Cuadro 11) permite la identificacion de 28 especiticidades de DR,
incluyendo los subtipos de DRI, DR2, DRI[3 y DRI14.

SUBTIPOS DE DRI.

Los tres subtipos de DR1 (0101,0102,0103) pueden identificarse por medio
de la tipificacion genérica empleando las sondas L1, E7I y AV86 (Cuadro [4). En
individuos que presentan un segundo alelo positivo con E71 (ejem. DR13) o AV86 (cjem,
DR12), sondas adicionales permiten la resolucion de los subtipos de DRI nQR71
(0101+0102) y GB6 (0101+0103). Alternativamente el analisis de los subtipos de DRI
puede ser realizado por hibridizacion después de la amplificacion especifica de DRB1-DR1
por PCR.
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SUBTIPOS DFE DR2,

LOCUS DRBL.

Se realiza un PCR grupo especifico empleando los primers DR2B1 y DRP2
(Cuadro 10) seguido de una hibridizacion con 5 sondas SSO para discriminar entre los
alelos 1501, 1502, 1503, 1601, y 1602 (Cuadro 15). Los alelos mas comunes 1501 y 1601

son identificados por una hibridizacion positiva con SSO V86 y I'67, respectivamente.

LOCUS DRBS.

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 11
(DR2), pero negativa con D37 y AV86 se tipifica como DRB5*0102 (Cuadro 15). Debido
al fuerte desequilibrio de enlace entre DRBI1 y DRBS en caucasicos, la identificacion de
DRBI* 1501, 1502 y 16 puede ser resuelta por la oligotiptficacion de DRBS con las sondas
D37 y AV86. Alternativamente puede emplearse un PCR especifico DRB1-DR2 o bien un
PCR especifico DRBS-DR2. Los haplotipos raros que pueden estar presentes en asociacidn
con DRB1*0101-DRB5*0101, pueden ser tipificados como tripletes DRI/DR2/DRx

dentro de la tipificacion genérica.

SUBTIPOS DE DR4.

Todos los subtipos de DR4 son detectados después de la amplificacion
especifica de DRB1-DR4 por PCR empleando los primers DRP4 y DRP2 (Cuadro 10) y
posteriormente se realiza la hibridizacion con un panel de 8 sondas de oligos. Los patrones

esperados para los 12 alelos de DR4 se muestran en el Cuadro 16.
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ALELOS DRBI1Y DRB3 ASOCIADOS A DRS2,

El grupo de DRS2 comprende los antigenos definidos serologicamente como
DRS8, DRI, DRI2, DRI3, DRI4, DR17 y DRIS8 codificados por ¢I locus DRB1. Con
excepeion de DRS, todos estos antigenos estdn asociados con uno de los alelos DRB3  que
codifica los alelos de DRS2. Los andlisis de secuenciacion de DNA ha revelado que existe
una gran diversidad dentio de los tipos serologicos, con un alto poliniorfismo dentro de
DR6. Se han descrito un total de 35 alelos DRBI y 4 DRB3 dentro del gmpo DRS2.
Algunos de estos alelos representan variaciones en sustituciones silenciosas, las cuales no

son analizadas por éste método.

La tipificacion genérica de DR con 17 SSOs, incluyendo las sondas para 52a,
52by 52¢, permite la identificacion de algunos de los tipos mas comunes DRBI subtipos
por la tipificacion directa del locus DRBI (0301, 1101/04, 1102/03, 1303, 1304, 1401/04)
o por desequilibrio de wnion con alelos de DRS2 (0302,1301,1302). Una tipificacion
confiable para todos los alelos DRB1 asociados a DR52 puede realizarse después del PCR
especifico de grupo empleando un primer 5’ correspondiente a la primera region

hipervariable (HPV) de los alelos DRBI asoctados a DRS2.

El cuadro 17 mwestra 27 patrones de hibridizacion para para los subtipos
alélicos DRB! asociados a DR52 empleando 19 sondas SSO, incluyendo 8 sondas SSO del

protocolo de tipificacion 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, 14006), asi como también DRB3*0301. El
alelo DRB3*0301 es idéntico a 0302 excepto por un cambio en el aminoacido 86 de Gly a

Val.
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LLos subtipos de DR11 son detectados empleando una combinacion de siete
sondas que identifican las secuencias de los polimorfismos en los codones 67, 71 y 86,
incluyendo SSO G13 para fa deteccion de DRBI*T1105 . En el 11 Taller Internacional de
Histocompatibilidad se incluyeron subtipos adicionales de DR11: 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 posicion 86.

Los alelos DRBI*I105 y 1202 (L37 positivos) son diferenciados por SSO

F67/167.

Los seis subtipos de DRI3 pueden ser identificados por hibridizacion con
nueve sondas SSO E71, K71, y N37 incluidos en el protocolo de tipificacion de DR
genérico. Para la diferenciacion entre 1305 y 1306 y entre 0801 y 0803 se emplea SSO Y67

enlugarde Y 67-2, el cual identifica la secuencia I-DE.

Se requieren un gran nimero de sondas para la diferenciacion de los
sibtipos de DRI4. Como se muestra en la tabla 8, 11 SSO permiten diferenciar 7 patrones

de hibridizacion diferentes que corresponde a los alelos 1401-1407.

Los cinco subtipos de DR8 (L.74 y G13 positivos) se detectan mediante
cinco sondas que identifican las sccuencias polimorficas a las posiciones 57, 67 y 86. Los
alelos 0804 y 0805 aparentemente se encuentran solamente en poblaciones descendientes de

Africanos.

Las ambiguedades en ia“asignuci()n de alelos, particularmente heterocigotos
(Cuadro 17) se resuelven mediante ¢l empleo de primer para PCR disefiados para
amplificar sclectivamente los subgrupos de alelos asociados a DR52. Primers especificos 5
EYSTS (aa 9 a 13) (Cuadro 10). 6 EYSTG amplifica sclectivamente haplotipos

DR3-+11+13+14 ¢ haplotipos DR8+12+1404, respectivamente. Alternativamente, pueden
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sintetizarse primer reversos en base a las diferencias en la posicion 86, permiticado la
amplificacion de subgrupos con las especificidades antes mencionadas. En los casos en que
existe indeterminacion  que involucra a los alelos 130171302 (cjem. la combinacion

1101/1301 contra 1104/1302), la asignacion de 1302 puede deberse a una union

conservada de DRB1*1302 con DRB3* 0301,

Los tres subtipos de DR52 se diferencian después del PCR genérico mediante
las sondas R1it, H30 y E28 (Cuadro 11). La diferenciacion de DRB3*0201 de 0202
(Val/Gly86) requiere de un PCR grupo especifico empieando el primer 5 DRBAMP-52 95°
CCCAGCACGTTTCTTGGAGCT 3’) y el primer 3" DRBAMP-B (Cuadro 10) (alineacion
del primer: 60 °C; 1.5 mM MgCh).

OLIGOTIPIFICACION DE DQBL.

Sobre la base de las secuencias alélicas de DNA publicadas se ha designado
una bateria de 15 sondas SSO (Cuadro 11) las cuales permiten depués de un paso de
amplificacion por PCR la diferenciacion de 17 alelos DQB!I (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 1) que incluye 12 SSOs (19 nucledtidos) descritos
anteriormente. La sonda 123 puede afiadirse para discriminar 0401 de 0402. Ademas
algunos patrones de hibridizacion 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 inclusion de las sondas L26 y DS57-3. Un alternativa para la
oligotipificacion de DQBI el cual resuclve 14 alelos DQBI, se realiza mediante una
amplificacion selectiva con primers especificos 3’ (aa 83 a 89) de DQBI*05 + 06 y de los

alelos DQB1*03, respectivamente.
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OLIGOTIPIFICACION DE DPBL.

El polimorfismo del locus DPBI estd localizado en el exon del primer
dominio y consiste en scis regiones hipervariables A (aa 8 a 11), B (aa 33 a4 36), C (aa 55 a
57), D (aa 65 a 69), E (aa 76) y F (aa 84 a 87). La tipificacion de DPB1 se realiza mediante
un PCR locus especifico con primer DPBAMP-A y DPBAMP-B [Cuadro 10) y una
posterior hibridizacion con un set de 16 SSOs (Cuadro 11), fos cua es cubren fa region
hipervariable A (4 SSOs), B (1 850), C (4 S50s), D (4 S80s), £ (1 380) y F (2 SS0s).
Dos sondas adicionales (E1 y E3) se afiaden al grupo para resolver indeterminaciones raras,
las cuales se ennumeran en la nota de la cuadro 20. Este protocolo de tipificacion, el cual se
ha adaptado para el analisis de haplotipos caucasoides, permite {a resolucion de los 22 alelos
DPBI claramente (Cuadro 20). La identificacion de la totalidad de alelos DPBI1 (37) puede
requerir un total de 26 sondas SSO que cubran todas las regiones polimdrficas del exén del
primer dominio (cuatro sondas en la region A, cinco sondas en la region B, cinco sondas en
las region C, seis sondas en la region D, tres sondas en la region E y tres sondas en la region

F).
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Lista de Primers ( Secuencia 5' - 3' ) para oligotipificacidn de DRB/DQB /DPB.

Cuadro 10.

DR Genérico DRPL: CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG Condicidn A

DRP2: TCGCCGCTGCACTGTGAAG

DR2-DRB1 DR2B1: GTGGCAGCCTAAGAGGGAG B
DRP2: TCGCCGCTGCACTGTGAAG

DR4-DRBI DRP4+: GAGCAGGTTAAACATGAGTG A
DRP2: TCGCCGCTGCACTGTGAAG

DR52-DRB1 DRBAMUP-3: CAGGTTICTIGCGAGTACTCTAC C
DRBAMP-B: CCGCTGCACTGTGAAGCHCT

DR3/11/6-DRB1 DRP5: GGAGTACTCTACGTCTGAG A
DRP2: TCGCCGCTGCACTGTGAAG

DQB1 DQBAMP-A: CATGTGCTACTICACCAACGG B

DQBAMP-B: CTGGTAGTTIGTGTCTGCACAC

DPB1 DPBAMP-A: GAGAGTCGCGCCTCCCGCTCAT D

DPBAMP-B: GCCGGCCCAAAGCCCTCACTC

Condiciones para PCR:

onE»

2 mM MgCl,, dNTPs 200 pM, 95°C 1 min/55°C 0.5 min/72°C 0.5 min, 33 cycles
1 M ngClZ, dNTPs 50 pM, 95°C 1 min/55°C 0.5 min/72°C 0.5 inin, 33 cycles
2 mM MgCl,, dNTPs 200 pAl, 95°C 1T min/63°C 0.5 min/72°C 1 min, 33 cycles
1.5 mM l\dgC_fz, dNTPs 200 pAd, 95°C 1 min/60°C 0.5 min/72°C 0.5 min, 33 cycles

292 bp
259 bp
258 bp
263 bp
259 bp
214 bp

327 bp
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Lista de SS0Os para oligotipificacidn de HLA clase II1.

Cuadro 11. L .
Sondas SSO para tipificacidn genérica de HLA-DR.

111
D
N77
133
158
L37
Gi1

L74

Y26
Vil
E71

K71
1160
N37

D37
AVB6

Oligo sec. 5' - 3°

TICAAACTTAACGCTGCCAC
CTCATACTTATCCTGCTIGC
TCTGCAGTAGTIGTCCACC
CICHTIGGTGATAGAAGTAIC
CCAGTACICCTCATCAGGC
AGCGCAGGAGCTICCTCCTIG
CTTATACTTACCCTIGCCAC
GTGTCCACCALLGGCCCGCC
CTGITGCAGATACCGCACCC
CTCAAACTTAACCTICCTCC
GGCCCCGCTCGICTTICCAGG

CGOCCCCGCTIGICTICCAG
GTICCAGIGUTCCGCAGCA
AGCCCACGTICTICCTICCEG

GAAGCGCAALTCCTCCICT
GCTCITCCACAGCCCCGTAG

AA

9-11
9-11
75-841
29-35
56-61
34-39
9-14
71-77
23-29
9-14
68-73

OR 73
57-62
33-39

R8BS
83-88

Especificidad.

PR1

R2

DR3

R

DR

DRI2

DR7

DRSB (+1103)

DRY

DR1O

DRI3 (1301, 1302, 30
DRI (0103

DR (0402, 011D
DRI (1102, 03)
DRIZ-TIAG (1300
DRI (1101, 04, 07)
R3

DRI3 (1301, 02, 01, Uo)
DIRIL (1402, 03, ()
DR2 (DRB5*02)
DRI (0102)

DR12
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Sondas SSO para el andlisis de los subtipos de DRB1, DRB3, DRB5.

Cuadro 11 (Continuacidn).

G113
1130--2
N37
537
557
1160
67
167
67-2
71
K71
QK71
QR7H
QR71-2
R71
R71-2
RR71
174
1.74
V86
86
AVE6

Ooligo sec. 5' - 3°

ACACTCACCCGTAGAGTAC
ATAGAAGTGICTGICCAGOG
AGCGCACGTTICICUTCCTG
AGCGCACGGACTCCTICTIC
GCCTAGCGCCGAGEACTG
TTCCAGTGCTCUGUAGCA
CTTCCAGGAAGTCCTICTG
CTICCAGGATGTOCTICHC
ACATCCTGGAAGACGAGC
CGCCCGUCTCGTCTTOCAGG
CGLUCCGCTIGTUTICCAG
CGGCCCGCTICTGUTCGAC
CCGCGGCCCGCCICTGCTC
CGGCCCGCCTCTGUTCCAG
GGCCCCCCTGTCTICCAGG
CCCCGGCGCGCCTGICTIC
AGCGCGAGGCGOGGUCGAGG
GTGTCCACCTCGGOOCGOC
GHGTCCACCAGGGOCUGLC
AACTACGCCOCGTIGIGGAG
AACTACCGGGTTGGTGAG
GCTCICCACAGUUCCGTAG

AA

Q-1
27 2
3439
31-39
56 6}
5763
61 69
G169
O6-71
68-73
6H8-73
68-73
69-74
6H8-73
68-73
6av-7.1
$9-74
7177
7177
82 87
K2 K7
831 88

Especificidad.

O801-0805, 105, 1200, 1202, 1101

1503

001, -02, 1301, 1302, 1305, o, 1102, 1103, oo
0106

(O3, 0109 -0412, 080, 0803, 0805, 1303, 1301
-f0f, 1401, 1407

Totdl, THOL, HIO3 - HIOS, 1202 1305

OR0R, 1102, 1200, 1301-1301, | 36, 0112

0103, 0102, 011, 1102, 1301, 1302, 1301

0103, 0402, O114, FTO2, FHO3, 13010, 1302, 1364
1303

0401, 0109, 0113

010, 0405, 008, 0110 0111

UIOL, 0102, 0403 (L08R, 0110, 03T, 1402, 1106
11O, FHOY, THOS, 1305, 13006, U801 -0805, 1103, (112
1601, 1602, DRB5*OI0OT, 0102

1101, 1104, 105, 14307 (DORBO1oL)

0103, 0406, 0107, 041, L0, 1oL, LS, LHIOY
s 0805, 1103, G312

Valso

(;l}'ﬁh

0102, 1261, 1202

DRB5 02
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Tabla 11.
{Continuacidn).

Lista de SSOs para oligotipificacidén de HLA Clase II.

Oligo sec. 5' - 3! AA Especificidad
kil CTCAGACTTACGCAGCTCC 9-14 DRB3*0101
1130 GOGAANCGTGTCTCTCCAGGAAC 26-31 PIRB30201, 02
128 GGAAGTIATUTUTCCAGGAAC 20 3 HRRBA 030

PDRBIOI02, 1302, 1103, 1o

Sondas SSO para oligotipificacidn de DQBT.

1.23 CACCGAGCTCGTGUGGOLG 21-26 RRION]

126 CGTCTIGCTGCACCAGATAC 25-30 0602, (1302, 0303
V27 GIGTCIGGTIACAAGACGC 25-30 00113, Yot

1337 AGCGCACGTCCACCACTCG 34-39 veo

137 AGCGCACGATCICTICTCOG 31-39 0201

V3g COCAAGCGCACCGTACTUCTC 35-.40 OS50, 050, 6303, 05032
145 CGGTACACUTCCACGICGC 42-44 0301, Uit

Ad9 CGOUCGICACTGUCCGGTAC 47-52 OS]

1.56 CGGUGTCAAGCCGCCCCAG 53-58 uiod, g2

157 GTACTCGGCATCAGGCCGC 55-60 U2, D603, PR32
1)57-2  GTACTCGGCGTCAGGCGGC S4-60 g, D03
D57-3  COCGGCCTCGACGCCGAGT 54-59 Ue01, 03031

&57 GTACTCGGCGCTAGGCCGO [5-60) 05012, Q504

V&7 GITACACGGCAACAGGCCGU 55-60 0501, 060, U605

A57 CACGGCGGCAGLGCGGUCCC 54-59 0302, 03]
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Sondas SSO para oligotipificacidn de DPBI1.

Tabla 11.

3
C4
DI
D2
D3
(R
i1

E2
153
|38}
Be)

Oligo Sec. 5* - 3°

TCCCTGGAAAAGGTAATIC
COGTAACTGOGTACACGTAAT
GCCGTCCCTGGTACACGTA
GCCGTAACTGGTGCACGTA
CGAAGCGCGCGAACTCCTC
AGTACTCCGCAGOAGLCCG
AGIACTCCTCATCACOCOCCG
AGTACTCCGCCTCAGGCCG
CCAGTAGTCCTCATCAGGC
CTECCCGATICTOCTCCAG
CTGCCCGCTCCTCCTICCAG
CGCTICTCCTCCAGGAGGTC
CCTCCAGOGAGGTCCTICTG
GOGACAGOATGTGCAGACA

GCACAGGGTATGCAGACA
GUACAUGATATOGOUAGACA
AGGGTCATGGGUCCGOUCCA
AGGGTCACGGCCTCGTICCA

\l?‘ ~3
[SVRRIS N SO S

]
T
‘w
o~

53-58

53-58
53-54
54-59
6H6-71
6H--71
61-69
62-67
73-79

73-79
7379
83-89
83-89

0101,
(301,
aiol,
090,
Otol,
0101,
0402,
(202,
0301,
U101,
0201,
0301,
0301,
0201,

2301,
0101,
1301,
U101,
U101,

2001

O-H12, (0201,
go0l, 1101,
1501, 181
1ooL, 110t
RE]

HHOL, 0101,
0201, 08O,
05301, 1901,
U601, QU0
(102, 0501,
1202, 080,
1401, 2001
0o, 1101,
1202, od,
2401

0301, 0801,
19431

0402, 0201,

D301, 0501, Do, O80T, BIGT, 100, 1101, 1301, 1401, Te01, 1701,

0202, 0801,
1301, 2001

17

1301, 1501,
Loot, e,
24001

10, 1701,
0304, 010,
U6, U0,

101, 1501,
(102, 050,

avot, 1001,

4202, 2301,

Especificidad.

U301, 1601, 1801, 2301, 2101

23411
1801

2001
101, 1801, 2001, 2301, 2401
LOUL, 1300, 1601, 1701, 190}

20031

Uo01, 1101, 1301, 1601, 1701, 1801, 1801,

110l

244

2001,

1901,
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14 Tipificaciones Genericas de SSOs-HLA-DR ( DR1 a DR14 ).

Tabla 12.
L1l D11 N77 H33 Git L7494 Y26 VIF E58 137 E7I K71 HeO N37

PR 00l 02) S S OO
DRE @0 -
R2 (DHRBS)
PR

DI

L (0102, 1D
DR7 1

RS +

PRY +

DR1Y 4
DR (1101, 04, 05)

DR (1102, 03) 4 +
DRI2
DIRI13 (1301, 02) + 4
DRI3 (1304) +

I3 (1305, Om +
PR (1303) .

DR 1301, O, O7)

DR (1102, 06)

PR (1403) +
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14 Tipificaciones Gene’ricas de SSOs-HLA-DR { DR1 a DR14 ).

Tabla 12.
Lit D1t N77 H33 Git L74 Y26 VI E58 137 E71 K71 Hisf) N37

T R R 1T ) B 0 2o T S OSSOSO EPURPE O UURPRRRPN
PR (0o
DR2 (1RB5)
U3

PIR4

PIRY (002, 1
R7 +

[RS8 +

PRY +
DRID +
DRI (101, 0, 05)

DRI (1102, 03) + +
DRIE2

DRI3 (1301, 02)
PIRED (1301)

PYREI (1305, On) +

IR (1303) +

DR (1401, 0, O07) ¥

DRI (02, On) +
r

DR (1403) +
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Figura 9.

Catorce andlisis de tipificacidn de SSOs-DR genético.

64 muestras de DN de donadores voluntarios de médula

dsea se analizaron por PRC para DR generico ( primers

DRP1 y DRP2 ). El DNA amplificado fué analizado por -

inmunopunto sobre 14 membranas gs nylon e hibridizadas
con sondas SS0 marcadas con 14[{"°P].
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Cuadro _13.
Lista de patrones de hibridizacidn con interpretaciones alternativas.
( Tipificacidn de DR-genérico con 14 SSOs ).

SSOs positivos Interpretacidn alternativa.

L11 + E71 0103/0101,02 & 03 - 1304/0101, 02 & 032

H33 + E71 0402/04 - 1304/04%

ES8 + E71 11/1102,03 - 11/1304%

N77 + N37 0301,02/- — 0301, 02/1305, 06 & 1402, 06°

E71 + N31 1301,02 & 04/- - 1301, 02 & 04/1305, 06 & 1402, 06>
L11 + E71 + N37 0101/1301, 02 ~0103/1305, 06 & 1402, 06°

H33 + E71 + N37 04/ 1301, 02 - 0402/1305, 06 & 1402, 06°

ES58 + E71 + N37 1101,04/1301, 02 - 1102, 02/1305, 06 & 1402, 06°

a

Estas ambiguedades pueden ser resueltas hibridando con SSO s57, la cual identifica
el alelo 1304.

Estas ambiguedades se resuelven hibridando con SSO E28 la cual identifica a los -
alelos 1402,03,06 y R71 identifica 1305,06.
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cuadro 14.

Oligotipificacibn para
PCR 0101
Genérico 0102

0103

subtipos de DR1.

E71

AVB6

QR71

GB86
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Oligotipificacidn para subtipos de DR2.
Cuadro 15.

D11 D37 AVS86
PCR DRB5*0101 + + _
Genérico 0102 + _ _
0201/02 + - .

PCR 1501 - - - - -
Especifico 1502 - - - - -
DRB1 1503 - + - - —

1601 - - - + +

1602 - - - - +
PCR 0101 + - + + +
Especifico 0102 + - - + +

DRB5 0201/02 + - - - -
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Oligotipificacidn para subtipos de DR4.

Cuadro 16.

537 S57 E71 QR71 QK71 E73 GS86 VSs6

0401 - - - - + ~ +
0402 - - + - - - -
0403 - - - - - + —
0404 - - - + — - -
0405 - + - + - - &
0406 + - — - - +
0407 - - - - - + + -
01408 - - - + - _ + _
0409 - + - - + - + -
0410 - + - + - ~ _ +
0411 - + - - - ¥ _ +
0412 - + - - — ~ —
0413 - - - - + - —

0414 - - . _ - - N _

R S

4

+
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QK71 E71 E74 QR71 S37 S57 G86 v86

WT51- e — -0401
YAR- - - -0402
GEN- — - -0403
MOS- ) a -0404
KT17- — - — -0406

JHAF- - - -0407

RO- e -— -0408
Dw4 10 13,KT2 14,15 KT2 15

Figura 10.

Olggbgipificacibn para subtipos de DR4. Muestras de DNA de individuos homocigotos
{WT51, YAR, KT17, JHAF) & heterocigotos (GEN, MOS, RO )} fueron amplificadcs con -
los primers DRP%2 DRP2, transferidas a membranas de nylon e hibridizadas con SSOs
marcadas con 8| P] para la discriminacidn de subtipos de DR4.
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Ooligotipificacidédn de alelos DRB1 del grupo DR52.

Cuadro 17.

N77 E58 137 E71 K71 IIeg L7494 N37 G113 LE28 S$57 167 o7 167-2  R71 QR71-2 RR71 V86 G86

0301 + - - - - - - + - - - - - - - - - 3 -
002 + - - - - - - + - N - N - N ] . ] ) :
(0303 §
11 -
112 -
1103 -
1104 -
1105 -
1201 - +
1202 - - + - - - - - + - - + - - - - - -
i301 - - - t - - - + - - - - 4
1302 - - - + - - - + - - - - + ) - - - - +
4
+

]
1
[}
L]
1
+
'

-
'
¢

E R G O
'
4+
'
1
[
'
'
v
\
-
)
'
p
¢

1303 - - - - + - - - - - ; -
1304 - - -4 - - - - - - ) -
1305 - - - - - - - + - - - + - - i - - - '
1306 - - - - - - - + - - - - 4 - ) - - : -
1401 - - - - - + - - - - - - - - - - ' + -
1402 - - - - - - - 4 - + - - - - - i - - ;
1403 - - - - - - + + - + - - - - ; - - - ¢
{404 - - - - - + - - + - - - - - - - ) :

1405 - - - - - - - - - - - - - - - - 3 H -
1406 - - - - - - - + - + - - - - - t - i -
1407 - - - - - + - - - - - - - - - - i - '



{ Continuacidn ).
Cuadro 17.

N77 FE58 L37 E71 K71 1160 174 N37 Gi3 28 557 Fe7 167 167-2 R71 QR71-2 RR71 Vie 86

0801 - - - - - -

g¢t

+ - + - t + - 4 - - - '
Qun3 - - - - + + + - +
0843 - - - - + + + - +
B335 - - ~ - + s 4 ~
0815 - - - - + + t -

Nota: Las siguientes combinaciones presentan patrones de hibridizacidn
con las

0501 /1201
gRa/ ot
U802/ 1301
1101 /1301
PHOT /1401
LIg1 /1406
1301 /1402
1301 /1407
1401 /—

it

Liot /10—

101/ 1401
oL/ 1407

i

20 sondas SSO empleadas para la tipificacidn de alelos DRBI1

U803/ 1202
0BO2/ 1104
O8O /1302
Ttoi/1302
tad /1407
i/ 1402
130271406
1302/ 1401
faat 7 1as
L6/ 1107
ot/ 1405
14057 1407

= 1102/1305

semejantes
(DR52} .
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Fiqura 1
Oi?gotiplficacibn para subtipos de DR13. Se seleccionaron

voluntarios heterocigotos cuya tipificacidn 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: 04/1302; Ad: 1601/
1305; A5: 07/1301; 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 oligotipificacidén de DRB3. Las muestras de
DNA fueron amplificadas con los primer DRP1 y DRP2 --
(tipificacidn geneérica de DR), transferidas paralela-
mente en filtros e hibridizadas con las sondas 5SSO RI11
(52a), H30 (52b) y E28 (52c), marcadas con DIG.
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Cuadro 18.
Oligotipificacibn para alelos DQB1.

£23 L26 V27 D37 137 V38 E45 A49 156 D57 D57-2 1)57-3  S57 V57 AS7

0501
0502
05031 - - - - .
(15032 - - - - -
0504 - - - - -
06l - - - + - - - - - - - 4 - - -
(602 - + - - - - - - - L} - - -

06073 - - +

U603 - - + - - - - - - - - - - \

0605 - - - - - - - - - - - R - 4 -
0201 - - - - + - - - - - - - . _ .
0301 - - - - - - + - - - 4 - - . _
0302 - - - - - - - - - - - R . R ;
03031/32 - + - - - - - - - - + - - R ,
0304 - - - - - - + - - - - _ R _ .
0401 + - - - - - - - 4+ - - . . )
U402

-+ + o+

'
'
I
'

i
'
)

-

[

1
1
'
'
'
'
)
'

+
'
i
'
.
i
\



Cuadro 19.
Asociaciones Alternativas de DRB1-DQBI1

DRB1*0103 DQB1*0301 or 0301
DRB1*0401/0403  DQB1*0301 or 0302
DRB1*07 DQB1°0201 or 0303
DRB1*1104 DQB1*0301 or 0603 or 0301
DRB1*1301 DQB1*0603 or 0301
DRB1*1302 DQB1*0604 or 0605
DRB1*1501 DQB1*0602 or 0502 or 0AN3
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OLIGOTIPIFICACION PARA 22 ALELOS DE DPBI1.

Cuadro 20.

0101
{102
020
1202
10l
031
(501
{in0))
0Bl
v
1001
11l
1301
1401
1501
ot
1741
PR
funl
2001
2301
2101

Al A2
+ —_—
+ -—
+ —-—
,i; —_
- +
+ -
- +
4 -
- +
- +
+ _
¢
- N
+ -—
+ —

NOTA:SSO E1 es

0101/0901
1001/0901

A3 A4 BI ct 2

- - + + -
- - - - +
- - - ~ t
+ - - + -
- - - - +
- + - - -
- + - - +
- _ - n _
- - - + -
- " - - -
+ - ~ 1 -
- - - - +
- + - - -
+ - ~ - +
- - - + -
- _ + _ _

empleado para resolver las siguientes combinaciones ambiguas

& 1701, 0301/0901
d 1707, 030170101

d 1701,
4 1501.

SSO E3 es empleado para resolver la combinaciédn:

0201/0501

de 0402/1901.

i A S

-

—_ )
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OLIGOTIPIFICACION PARA 22 ALELOS DE DPB1.

Cuadro 20.

Al A2
0401 + -
a2 + -
020 + _
(1202 + -
010l - —
0301 - +
0501 + .
UnUl - +
(1801 + _
[ERIEE - -
1001 - -
10§ - +
1301 - +
1101 - -
1501 - —
ol t -
1701 - -
IBtH -
18U t -
2001 - 4
2301 + _
2401 + —

NOTA:SSO E1 es
0101/0901
1001/0901
SSO E3 es
0201/0501

A3 AY B Ct C2 (3 G+ DL D2 D3y Dy 12 i1 {2
- - + + - - - [ - - - - 4 -
- - - - 1 - - [ - - - - 1 -
- - - - t - - - + - - - 1
- - - - - 1 - - + - - - + -
+ — - + - - - -4 - - - + - +
- - - - - - + 4 - + + + - +
- - - - - + + - — - - - 4
- - - - - — + - + - + - - +
- - - - + - - - + - - t +
- + - - - - + - + - - + - +
- + - - + - - - + - - + *
- - - + - - - - - 4 - 1
- - - + - -~ - - + - - - t
- t - - - - 4 4 - t + + H
+ - - t - - - - t -

- - - - 4 - - - + - - [
~ § - - - - [ 4 - - -

+ - - - 4 - t - - -

- - - - 4 ¢ - - —~ - t
- - - + i - t t
- - - + - - - i - - - i -
- - t - - + - + - - - - i

empleado para resolver las siguientes combinaciones ambiguas
& 1701, 0301/0901 & 1701,

d 1707, 0301/0i101 & 1501.

empleado para resolver la combinaciédn:

de 0402/1901.

v -
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Figura 13. )
Oligotipificacidn para alelos DPB1, 24 muestras deDNA fueron-

amplificadas con los primers DRPAMP-A y DPBAMP-B, transferi -
dos a 16 filtros e hibridizadas con sondas SSOs radioactivas.

La tipificacidn obtenida a través de un programa de computado
ra es la siguiente: Al: 0101/0401; A2: 0201/1001; A3: 0491/-,

Ad4: 0201/2301; AS: 0301/~ : A6: 0101/0401; A7:0202/0401; A8:~
0401/1001; B1: 0401/1301; B2: 0201/1601; B3: 0201/0401; 34: -

0101/1001; RBRS5: 0401/-: B6: 0201/2301; B7: 0101/0201: B8: 0201

/1001; C1: 0401/-: C2: 0301/0401; C3: 0301/1401; C4: 0101/0201
C5: 0301/0901; C6: 0401/1001; C7: 0201/0401; C8: 0202/09(1.
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8.8 TIPIFICACION DE HLA-DR POR AMPLIFICACION POR REACCION
EN CADENA DE LA POLIMERASA CON PRIMERS SECUENCIA

ESPECIFICA (SSP).

INTRODUCCION:

La variacion alélica ha sido tradicionalmente determinada f{enotipicamente,
pero actualmente es mas seguro investigarla mediante técnicas de biologia molecular,
tanto indirectamente por medio del andlisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP) o directamente mediante las técnicas basadas en la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En la determinacion del polimorfismo alélico por amplificacion por PCR
con primers secuencia especifica (PCR-SSP), los primers (iniciadores) de
oligonucledtidos son disefiados para obtener la amplificacion de alelos especificos o
grupos de alelos. El método de tipificacion esta basado en el principio de que un primer
que es perfectamente complementario es mas eficiente cuando se emplea en una reaccion
de PCR que cuando se emplean primess con una o varias diferencias en la secuencia
complementaria del primer, especialmente durante los primeros ciclos que son criticos
(Figura 14). La especificidad del sistema de tipificacion es parte de la PCR, la cual reduce
la postamplificacion de las muestras procesadas. La asignacion de los alelos esta basada en
la bresencia o ausencia del producto amplificado, el cual se detecta mediante una

electroforesis en gel de agarosa y fluorescencia.
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La amplificacicn PCR alelo-especifica es capaz de distinguir entre dos
alelos - “silvestre” y “mutante” - , esta téenica fué inicialmente descrita para el
diagnostico de la anemia de células falciformes, deficiencia de o antitripsina y fibrosis
cistica. En los Ultimos aiios, el sistema se ha introducido para la tipificacion de HLA clase
I, por Olerup y col. para subtipos de DRB1*01, para la identificacion de los alelos DRB!
subgrupos de DRw53 (DRB1*0401-DRBI*0411, DRB1*07 Y DRB1*0901 y tipificacion
PCR-SSP para DR de “baja resolucion” (p.ejem. identificacion de la variabilidad alélica
correspondiente a las series definidas serologicamente DRI-DRIS) y para ofras
asignaciones de los muchos alelos de DRBI, para subtipos de DRB3 y para tipificacion

de DRI-DR18 empleando dos rutinas de amplificacion por PCR.

METODOS.

PRIMERS PARA AMPLIFICACION:

Las secuencias, localizacion y especiticidades de los alelos y grupos de
primers especificos empleados para la tipificacion PCR-SSP de DR de “baja resolucion”,
p.ejem. asignacion de la variabilidad alélica correspondiente a SRI-DRwI8, asi como
también las superespecificidades DRw52, DRwS3 y DRwS1, subtipos de DR4 y DRI se

ennumeran en las tablas 21 a 23.

Cada reaccion de PCR incluyen pares de primers que amplifican el tercer
intron de fos genes DRB1. Estos dos primers son complementarias a secuencias no alélicas
y funcionan como un control positivo interno de amplificacion. El primer-5" C§ Y TGC

CAA GTG GAG CAC CCA A (complementario a fos codones 173 a 179 en el extremo
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3 delexon 3) y el primer - 3" GCA TCT TGC TCT GTG CAG AT (complementario a
los codones 193 2200 en el extremo 5" de! exon ) los cuales producen un fragnento de
796 ph (pares de bases). La concentracion de los primers control C3 y CS se mantienen en
una concentracion 5 veces menor que Jas primes alelo- vy gropo-especificos para
incrementar la expecificidad vy reducic los falsos negativos debido a un reaccion de
competencia. La aparicion de productos amplificados alelo o grupo-especificos pueden
estar acompafiados por una eficiencia de amplificacion reducida de el par de primers

control,

Es importante que los prirners que van a ser empleados en la tipificacion
PCR-SSP se purifiquen por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para disminuir
los amplificados que pueden causar filsos positivos o falsos negativos. Es recomendable
también que los primers sean probados conun panel de DNAs representativos. 1 M de
un primer puede ser suficiente para 10,000 tipificaciones (si la reaccion se realiza en un

volumen final de 13 pl).

MEZCILAS DE PRIMERS.

Preparar la mezcla de primers, que contiene todos los componentes para la
reaccion de PCR, excepto la Taq polimerasa y DNA, conservadaen alicuotas de 1 ml, la
cual es suficiente para 100 tipificaciones. Esta mezcla puede ser alimacenada por meses a -
20 °C , evitando la descongelacion repetida. Durante las tipificaciones la mezcla debe
mantenerse a4 °C. Es recomendable cque cada lote de mezcla sea probado con controles

de DNASs (dos positivos y dos negativos).
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Composieion de la mezela de primers.

1. Buffer PCR 10X, 120p (500 mM KCI/t00 mM Tris-HCI, pH=8.3/15 mM MgCly/
0.01% p/v gelatina).

(3]

dATP, dCRP, dGTP y dTTP (10 mM) 26 ul de cada uno.
3. Primers alelo- y grupo especificos, | ptM.
4. Primer control C3 y C5, 0.2 uM.

5. Agua destilada autoclaveada cbp [ ml.

Una mezcla de primers de | mi es suficiente para 100 reacciones de PCR de
13 ul, p.gjem. para un volumen final de 1.3 ml. Las concentraciones de los primers alelo- y
grupo-especificos y los primers control deben ser 1y 0.2 pM del volumen final de la

mezcla de reaccion.

Mezela de primers para tipificacion PCR-SSP para DR de “baja resolucion”.

Se emplean 21 mezclas de primers: 17 para la asignacion de DR1-DRw18 y
3 para la identificacion de los grupos de alelos DRB3, DRB4 y DRBS (Cuadro 21). La
ultima mezela 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 primers se emplean en la identificacion de DR1-DRw18,

amplifican solamente los alelos de las especificidades definidas serologicamente.
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Mezelas de primers para la subtipificacion de DRA.

Son necesarias ocho mezclas de primers para fa identificacion de las 11
especificidades de los alelos de DR4 (DRB1*0401 - DRBI*0411). Todos contienen el

mismo primer 5° pero diferentes primer 3’ (Cuadro 22).

Mezcla de primers para la subtipificacion de DRI,

Para la subtipificacion de DRI (DRB1*0101 - DRB1*0103) se emplean
cuatro mezclas de primers. Todos contienen el mismo primer 5’ pero diferentes primers 3’

(Tabla 3).

Mezclas de reaccion.

La reaccion de amplificacion se simplifica enormemente debido a que las
mezclas de reaccion se preparan con anterioridad. Todos los componentes se pipetean a
temperatura ambiente. Agregar los componentes para la reaccion de amplificacion en el

siguiente orden:
[. 10 i de mezcla de primers, mezclar fa solucion en un Vortex.

2. 2 ul de DNA, 50 ng/ ul. 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 ul de solucion (diluir fa
enzima 1:10 en buffer para PCR 1X.

Colocar todos fos componentes de reaccion 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 reaceion. Cuando se emplea el sistema termociclador para
PCR Gene-Amp 9600 (Perkin Elmer Cetus Corporation), no es necesario colocar aceite

mineral.

Parametros para los ciclos de PCR.

Se emplean los mismos parametros para todas las reacciones de tipificacion

PCR-SSP para tipificacion de DR de “baja resolucion”, subtipos de DR4 y DR1.

La amplificacion convencional se realiza por 30 ciclos a fas siguientes
temperaturas : desnaturalizacion a 94 °C por 20 seg, alineacion a 65 °C por 50 seg. y
extension a 72 °C por 20 scg. Para DNA extraido por métodos rapidos se emplean 32
ciclos: desnaturalizacion a 94 °C por 20 seg. y un paso combinado de alineacion y

extension a 65 °C por 60 seg.

No se requieren pasos de desnaturalizacion o de extension final,

El sistema para la tipificacion de DR PCR-SSP se ha desarrollado para la
segunda generacion de termocicladores. Las principales ventajas de estos termocicladores
son. tienen un bajo gradiente de calentamiento en fa placa térmica, requieren bajos
volumenes de reaccion, son mas rapidos, mas seguros y no es necesario ¢l 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
reaccion a 25 ul, utilizar aceite mineral sobre la preparacion, se prefiere el empleo de
tubos de reaccion de pared delgada, los pasos de los ciclos de la PCR deben en {a mayor
parte de los casos extenderse, y la temperatura de alineacion debe incrementarse de 1% a

2°C.
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Visnalizacion de los amplificados mediante electroforesis 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 TBE 0.5 X (89 mM "T'ris base/89 mM

de acido borico/2 mM de EDTA, pli=8.0):

Disolver la agarosa por calentamiento. Enfriar a 60 °C. Agregar bromuro de etidio (0.5

pg/ml de solucidn 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.

Los productos de amplificacion se colocan en el gel después de la adicion de 2.5 pl de
bufter de carga (30% v/v glicerol, tefiido con con azui de bromofenol y xylen-cyanol) a

cada tubo de PCR.

. Correr los geles en buffer TBE (sin recirculacion de bufter), los minigeles (8.5 X 10

cm) por 10 a IS mina 15 V/ eny; los geles grandes (20 X 20 cm) por 25 a 30 minutos

de7a8 V/ienm,

Examinar {os geles en un transiluminador con luz ultravioleta (UV) 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 tipificacion por PCR-SSP para DR “de baja resolucion” y el analisis por RFLP con
Taql para DRB-DQA-DQB es del 100% en 30 lineas celulares y en individuos. La
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concordancia entre las subtipificaciones de DR1y DR4 empleando la técnica de PCR-SSP
o una amplificacion por PCR grupo especifica seguida por hibridizacion con sondas de

oligonucledtidos secuencia especifica (- 50) es tambicn 100%,

Tipificacion por PCR-SSP para DR de “baja resolucion *.

Este método es capaz de distinguir la variabilidad alélica correspondiente a
las especificidades definidas serologicamente DRI-DRw18, con una mezcla de primers
para cada especificidad seroldgica, excepto para DRw 13 y DRwi4. Debido a que el grupo
de DRw6 muestra secuencias diferentes dentro de los alelos DRB1, deben emplearse dos
mezclas de primers para DRwi3 y DRwi4. Todas las mezclas de primers amplifican
solamente alelos pertenecientes a la misma especificidad serologica, excepto las mezclas
de primers 18* y 14.2 * (Cuadro 21). Como pu.cdc observarse en el Cuadro 21, el alelo
raro DRB1*1305 no puede distinguirse de los alelos DRB1*1402 y DRB1*1403 per el

grupo de mezclas de primers empleados.

EI DNA de individuos homocigotos amplifica solamente en una de las 17
reacciones de PCR (DRI-DRwiB), a excepcion 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 ia mezcla de primers
18* y 13.1. El hecho de que el alelo DRB1*1302 se amplifique con la mezcla de primers

18*, mientras que DRB1*1301 no, permite la diferenciacion de éstas dos especificidades

La inclusion de mezclas de primers 52, 53 y 51 (Cuadro 21), amplifica los
alelos DRB3, DRB4 y DRBS, respectivamente, en el grupo de recciones de PCR

realizadas para tipificacion de DR de “baja resofucion” da un control adicional sobre fa
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especificidad tipificada. DNA de individuos positivos para DRy DRwi2, DRwi3,
DRwd, DRwi7, DRwI8 pueden amplificarse empleando fa mezcha de primers 52, EF DNA
de individuos DRwS que reaccionan con el antisuero DRwS52, no son amplificados por la
mezela de primers 52, ya que el haplotipo DRw8 no fleva ef gen DRB3. La mezcla 53
puede producir productos de amplificacion en todos los individuos DR4, DR7, y DR, ya
que expresan el gen DRB4. Finalmente el DNA de individuos DRwI5 y DRwi6  se
amplifica mediante la mezcla 51. Todas las especificidades de DR »vcepto DRI, DRw8

DRw!0 se amplifican mediante una de las mezclas de primers 51, 52 0 53.

Todas las posibles combinaciones heterocigotas para DR1 a DRwI8 deben
producir un patron de amplificacion tnico, facilmente distinguible uno de otro y ademis
mostrar patrones de amplificacion de homocigotos. La excepcion es para los alelos
DRB1* 1305, DRB1*1402 y DR1*1403 que tienen patrones de amplificacion idénticos.
Una mezcla de primers especificos DRBI*1305 permite la asignacion 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 qine la asignacion es realizada por la presencia de un producto de
amplificacion en el sistema de tipificacion PCR-SSP, deben incluirse un par de primers no
alélicos como control positivo en cada reaccion y es esencial para la identificacion de
individuos homocigotos para DR. La ausencia de amplificacion alelo especifica en
presencia de amplificacion del par de primers control, demuestra que el proceso

enzimatico estd funcionando correctamente, validando la asignacion de homocigosidad.



Subtipilicacion de DR4.
Individuos heterocigotos DR,

Los 11 alelos reconocidos (DRBI*¥0401 a DRB1*0411) reconocidos en
1991 producen productos de amplificacion dnicos en individuos heterocigotos para DR
ls]

cuando se emplean las mezclas de primers 4:01 a 4:08 (Cuadros 22 a 24 ). Los patrones

producidos son facilmente distinguibles.

Individuos homocigotos para DRA4,

En individuos homocigotos para DR4 solamente 27 de las 66
combinaciones posibles para homo y -heterocigotos son Unicas cuando se emplean las 8
mezclas de primer para DR4 (4:01 a 4:08) (Cuadro 25). Las combinaciones homo- y
heterocigotas mas frecuentemente encontradas DRB1*04 muestran los patrones de
amplificacion DRB1*0401/DRB1*040! y DRB1*0401/DRB1*0408 (Cuadro 25).

De las 39 combinaciones DRBI*04 que muestran los patrones de
amplificacion, 24 pueden ser diferenciados mediante et uso de 3 primers 3’ adicionales
(Cuadro 25). Las restantes 15 combinaciones DRB1*04 no pueden ser separadas atin
cuando 1 reacciones DR4 pueden realizarse en forma individual, con primers
complementarios a la region alélica variable del segundo exon. Para diferenciar las
combinaciones restantes de DRB1*04 deben determinarse las localizaciones cis y frans de
tres regiones polimorficas, lo cual puede acompafiarse de un segundo tratamiento
asimétrico sobre los productos amplificados por PCR empleando las mezclas de primer

4:07 6 4:08 (Cuadro 25).
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Subtipificacion de DRI,

Para la tipificacion de individuos DR1 son necesarias cuatro mezclas de
primers 1:01 - 1:04 (Cuadro 23) para distinguir individuos heterocigotos y homocigotos,
sin embargo para la tipificacion 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 mds importantes para la realizacion adecuada de la
tipificacion por PCR-SSP. Se recomienda purificar los primers mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) 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 reaccion de 13 pl puede producir
amplificaciones inespecificas. 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 amplificacion y se incremente la posibilidad de amplificaciones falsas positivas.

La temperatura de alineacion es critica. La mayor parte de las mezclas de
primers empleadas para la tipificacion de DR de “baja resolucion”, DR4 y DRI pueden
tolerar una variacion en la temperatura hasta de 2 °C. Sin embargo el rango de
temperatura de varias mezelas de primers puede sobreponerse, por lo que la temperatura

de alineacion debe mantenerse dentro de un rango de + 5 °C. Una temperatura de

144



i nacion menor puede resultar en amplificaciones falsas positivas, mientras que una

lexryperatura de alincacion mayor puede conducir a la obtencion de resultados falsos

IEAvo'S.

=

VENTAJAS DEL METODO:

Esta metodologia comparada con otras técnicas empleadas para la

Izpificacion de HLA clase {I como PCR-SSO, inmunopunto reverso, PCR-RFLP,

s ecuenciacion directa, PCR “fingerprints” y polimorfismo conformacional de cadena

seucilla, ofrece varias ventajas como son:

K

G

La técnica tiene un aito grado de resolucion. Cada reaccion de PCR, p. ejem. cada par
de primers define dos sitios polimorficos cercanos en posicion -cis, lo cual facilita la
lipificacion de individuos heterocigotas y en muchos casos pueden proporcionar mayor
informacion que, por ejemplo, una amplificacion genérica de DRB seguida de una

hibridizacion con SSO.

Las tipificaciones por PCR-SSP son muy féciles de interpretar en individuos

heterocigotos para DR.

la eficiencia de la Taq polimerasa para la extension empleando primers

cornplementarios en su totalidad, es una reaccion quimica mas precisa que la
hibridizacion con SSOs, las cuales dependen solamente de las condiciones astringentes

empleadas.

.La especificidad de la técnica PCR-SSP es parte de la reacion de la PCR, donde el

andlisis posterior a la amplificacion es muy rapido y simple comparado con otras
tipificaciones basadas en la PCR, donde debe realizarse un paso de gran especificidad

posterior a fa PCR. El método PCR-SSP puede automatizarse, especialmente si el paso



de deteccion en el gel de agarosa es reemplazado por un sisteina de lectura basado en

fluorescencia.

5. La técnica no es costosa y no requiere de un trabajo intenso. El costo de la tipificacion

de un individuo es independiente del nimero de individuos anal zados simujtaneamente.

146



Lyl

gggggnc1;s de nucledtidos, Localizacidn y Especificidades de los Primers empleados en
la Tipificacidn PCR-SSP para DR de " Baja Resolucién "

Mezcla Primer Loc Primer -
Primers 5 ) Secuencia - 3 ) Loc. Tamano Espe
Codones Secuencia Codones PCR cifi
. Produc-cid i
1 501 STIGTCGCAGCTTAAGTITGAATY 815 3047 SCTGOCACTGTGAAGCTCTCACY 86 492 255 DRBI*O0I-
.- Joi PCHGUAUTGTLAAGUTCTOUAY Hty 412 255 DRBU013
15 502 STCCTGTGLOAGUCTAAGAGY 713 30 SCCLCUUTGUTOC AGGATY 6/ 72 197 DRBETIS01-
DIRBI 1502
i6 5102 STCCTGTGGCAGCCTAAGAGY 7-13 302 SAGLTGTUCACCGOGAGOGY 7278 213 DREBI*ToD] -
DRBITeN2
3 503 STACTTCCATAACCAGGAGGAGAY 30-37 303 STGCAGTACTTCTCCACCCGY 74 s 151 DRISIT0301-
DRRIsisin3n2
17 506 SGACGGAGCGGGTGCGGTAY 20-26 3048 SCTGCACTGTGAAGCTCTCCAY B2 217 DRIED304
182 503 STACTTCCATAACCAGGAGGAGAY 30-37 317 SCTGUACTGTGAAGCTICTCACY  Bo w2 159 DRBI*0302,
DRBITI302,
DIRBI*1305,

D402,
DHipi03

4 504 SGTTTCTTGGAGCAGGTTAAACAY 6-13 3047 SCTGCACTGTGAAGCTCTCACY 86 92 2640 DREBITOIS-
- RYIEE SCTCGCAUTGTGAAGUTCTCCAY  Bo w2 ) DB

7 507 TCCTGTGGCAGGGTAAGTATAY 714 YL SCCCGTAGTICTGIOTGUACACY 78 Bi 232 DRBITD70L-
i a702

8 508 SAGTACTCTACGGGTGAGTGTTY 9-16 305 SCTGCAGTAGGTCTCCACCAGY 74501 211 DRBiTOs0L-

PRBI U504
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?uadro 21.

Secuencia de nucleédtidos,
para tipificacién por PCR-SSP para DR de

Mezcla Primer

Primers

9
10
i

132

141

continuacidn )

5
59
510
505

508

503

545

518

503

Secuencia
SGITTCTIGAAGOAGGATAAGTTTY
SCGOUTTITGUTIGOGAAAGALCGOGY
SGTIICTTIGGAGTACTUTACGICY
TAGTACTCTACGOGGTGAGTGTTY
TTACTICCATAACCAGGAGGAGAY
TGTTTCTTGGAGTACTCTACGICY

SCTITCTTIGGAGTACTCTACGTCY
SAGTACTCTACGGGTGAGTCTTEY

TTACTTCUATAACCAGGAGGAGAY

TTITCTIGCAGCTGCGTAAGTCY
SGTTICTIGGAGCTGUTTAAGTCY

Localizacidn y

Loc.
codones

6-13
25-31
613
fi-16
3t)-37

6-13

6-13
Y-16

30-37

6-13
613

Especificidades de los Primers empleados

"Baja Resolucidn”.

Primer . L.ocC.
3t Secuencia

3079 TCCCGTAGTIGTGTOTGUACACY 75 81
7 PCTGOACTGTGAAGUICTCACY Hoy-42

3o CTGGCTGTICCAGHACTOOTY S35-64
3us SCACTGIGAAGUTCTICCACAGY 5591
310 SCCCGCTCGTCTICCAGGATY 67-73
3015 STGTICCAGTACTOGGOGUTY 5703
RS STCTGUAATAGGTGTCCACCTY 718D
32 STCCACCGCGLOUCCGOCY 7176
313 SCTGTICCAGOGATUTUGHOGA? 5763
314 SGUTGHTCCAGIAUTOGLUATY 5763

Tamano
PCR
codones produc cidad.

236
201
176
298

[IR1H

1

Espe-
cifi-

PIRBEI0v0l

DIis] - oot

PR tiot -
DRBiIHIOY
PRBEI201 -
PRI 2
PiRBI 101

[RINET RS RITAS
Paeictilog -
RIS R RIS
|RINEIRERIIIE
[RINESRE IR
DRBI LS
DI L3655,
PRBEIT 1302,
DRBILI03
[RINISNIIEE I
PHREB 0 u
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Cuadreo 21.
{ Continuacidn )
Secuencia de nucledbtidos,

Localizacidbn y Especificidades de los Primers empleados

para tipificacidn por PCR-SSP para DR de "Baja Resolucidén".

Tamano Especi-

Me?cla Primer Loc. Primer Loc. PCR fici
primers 5° Secuencia codones 3 Secuencia codores e
Produc. dad.
53 553 SGAGCGAGTGTIGGAACCTGAY 2203 3048 SCTGOACTGIGAAGUICTCCAY Ho U2 213 DIRB 0T
51 551 SGITICTIGUAGOAGGATAAGTAY 613 301 SCCLLGUUTGUTCOCAGGATY 67 72 200 DIRBA g
3lo ScnraaUauaeCIaTeTy 6475 2 D202
1 . . .
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 definicidén de la especificidad seroldgica de los amplificados.

Todas las mezclas de primers amplifican los alelos de la misma especificidad serold

gica, excepto las mezclas de primers 18* y 14.2 *,
un ll*".

las cuales estdn indicadas por -
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Cuadro 22.

Secuencia de Nucleédtidos,

empleados en la subtipificacién de DR4 por la Técnica de PCR-SSP.

Mezcla
Primers

1:01
1:02

4:43

4:04

4:05

4:36

Primer
5* Secuencia
504 SCTTICTTGGAGCAGGTTAAACAY
504 SOTITCTTGGAGCAGGTTAAACAY
YK FUTTTOTIGUGAGCAGGTFAAACAY
51 PGTHICTIGOAGCAGOGTIAAACATY
504 SCTITCTIGCAGCAGGTTAAACAY

504

SGTTTICTTUGAGCAGUTIAAACAY

L.ocC.
codones

6-13

6-13

6-13

o 13

6-13

6-13

Primer l.oc.
3 Secuencia codones
3} CGICCACUGLLGULECGUTY 7170
32 ‘Coeaaoocaorcaioy 0971
EXIER] STGCAGYAGGIGTOCUAL O 7480
RYITE SCTGCAUTAGLIGICUACC ! 7450
F45 MTGETCOAGTIACICGOGUGOTY 5763
36 YCLUTGTCGAAGULOCACGOLY 37 43

Localizacién y especificidades de los Pares de Primers

2i2

2tin

LR

171

it

Tawano Especi
PCR
produc.

fici-
dad.

[IN IR RIRIFA S
PYRBIOH)2,
PRBE 0o
PIRBE 0102
DIRBET0 303,
POt
RBBIGi07,
DRBIoth
IRINIERIRHIES
DiRBiuionl,
IR0,
PRS0 103,
[ RIS T
PRI O 1y,
DRBI030
DIRBI-i05,
DIRBEO 0y,
IRB D1,
PRBIiL

LT R R EN e
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Cuadro 22

( Continuaciédn ).
Secuencia de nucledtidos, Localizacidn y Especificidades de los Pares de Primers

empleados en la subtipificacidn de DR4 por la Técnica de PCR-SSP.

Mezcla Primer Tamano Especi
PCR.

Primers 5" Secuencia Loc. Primer Loc. fici-
wur B o o _codones 3 Secuencia codones preduc. dad.
: 504 GITICTICGAGCAGGTTAAACAD 6-13 7 SCTGUACTGIGAAGU T TOACY By 32 201 DRI o

DIRBIT e,
Pdsicoga,
RIS R A TREN

PIRBE Gy

5 ~ S gy rpmaer ma - - = Ny mrgeps -~ . N . N PR ~ .
4.08 S5 GITICTTGGAGUAGGTTAAACAY 6-13 30N TCTOGOACTGIOAACUTICTUUAY Bl 2o DR 2,
IR

IRINHIGIOIN
PRBP 0o,
PrBiutio

Poliiti-ulid

——
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Cuadro 23.

Secuencia de Nucledtidos, Localizaci

Mezcla
Primers
1.01

102
1.03

104

Primer

501

501
5]

501

Secuencia

STIGTGGCAGUTTAAGTITGAATY

STTGTCGCAGCTTAAGTTTGAATY
YFIGTGGUAGUITAAGTTTIGAATY

MTTGTGGCAGCTTAAGTTTGAATY

4dn y Especificidades de loa Pares de Primers
empleados en la Subtipificacidén de DR1 por la Técnica de PCR-SSP.

Loc.
codones

8-15

N

8-1
8-1

w

8-15

Primer
3 1]
3047
RX12 1]
35

31

Secuencia

TCTLOCAUTGTGAAGCTUTCAC

SCTGCACTGIGAAGCTICTOC
SCCGLCTOTILUTOCAGLAGY

AV

Tamano

Loc.
codones

86-42

Bi-92

67-72

67 73

PCR

Especi-

fici-

Produc dad.

DRBLOIOT,
DRBI03
PIRBI02
NN
DRBET0IN2
IRTNH RTINS
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Cuadro 24. :
Patrones’ de amplificacidn alelo-especifico de DRB1*0401 a DRB1*0411.

DRB1*04 o Mezcla de Primers. = =
301 402 403 404 305 106 107 08

DRE170401 + - - - - - - -
DRBL 0402 + + - - - - - -
CEB1+0403 - - - - - - - .
DP21-6404 - - - . - - -

CES1+0405 - - - + + - ; -
DE21°0406 - - - - - - - -
DRE1+0407 - - - - - - + -
DRE1+0408 - - - . - - . -
DE21+0409 . - - . + - - -
CRE170419 - - - N N - - .
CE21°0411 - - - - . - -



i

Cuadro 25. )
Ilustracidn de las 66 posibles combinaciones DRB1*04 Homo- y Heterocigotos en

individuos DR4 homocigotos.

DRBi*04 .

Alelos 0401 *0402 0103 *0404 0105 *0406 0407 0408 0109 0410 C0H
*1)-101 i

0402 ii iti

S TIRS

0401 g1t

(405 w v HH i viii

406 ix ix

"HG7 X

108 i il X viii

0409 iv v u AV7] iv o iv

G410 A Al xiv vil 7] vn xii xiv

0411 Xl XV X vi v xi xiii AV

Combinaciones sin numerales Romanos (27 de 66) muestran patrones de amplificacidn
uanicos. Estos alelos DRB1*04 pueden ser asignados con el empleo de ocho mezclas -
de reaccidn (4:01 a 4:08). Las combinaciones con el mismo numeral Romanc denoctan-
combinaciones de DRB1*04 homo- y/o heterocigotos mostrados en los patrones de - -
amplificacidn por PCR-SSP. Estas combinaciones pueden ser diferenciadas empleando

tres primers 3' adicionales (numerales Romanos en negritas) o oar »n scogunda dii-
plificacidn asimétrica (numerales Romanos italizados).
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Cuadro 26.

Patrones de amplificacidn Alelo-Especlfico de los alelos DRB1*0101 a DRB1*0103.

DRB1*01
Alelo
DRB1*0101
DRB1*0102

DRB1*0103

Mezcla de Primers.

1:02

1:03

1:04



9. RESULTADOS.

La tabla 1 muestra las frecuencias génicas de los alelos del locus HLA-DR
genéricos en 181 pacientes con LEG , puede notarse que el mas comun de los alelos fué el
HLA-DR4 (f'g. 0.230) seguida del DR6 (f'g. 0.204), DR2 (f'g. 0.127), DR8 (fg. 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 fué significativa desde el punto de
vista estadistico, el DR4 incluso estuvo ligeramente disminuido en el grupo de pacientes,

mientras que el DR6, DR2 y DR3 estuvieron ligeramente aumentados.

Es notoria la disminucion significativa del DR5 en el grupo de pacientes con

respecto a los controles (pC = 2.0 X 10™).

La tabla 2 muestra las frecuencias génicas (%) relevantes de los subtipos
moleculares de la cadena DRBI en 181 pacientes con LEG y su comparacion con
controles puede notarse que de todos los alelos del HLLA-DR4, el subtipo molecular mas
frecuente fu¢ el DRB1*0407 (9.4 %) la que al compararse con controles (4 %) si bien
estuvo aumentada, esta diferencia no fué estadisticamente significativa. En el caso del
DRO los alelos mas comunes fueron el DRBI*1406 y DRB1*1301 (4.9 % en ambos
casos) las que al compararse con controles (1% en ambos casos) no fué estadisticamente
significativa, por otra parte, la frecuencia del alelo HLA-DRB1*1402 resultd disminuido
en el grupo de pacientes comparada con controles (1% vs 7% respectivamente) esta

disminucion fué estadisticamente significativa (pC = 5.57 X 10 ).

De los alelos HLA-DR2, ¢l mas comin fué el DRB1*1501 aunque su

frecuencia al compararse con controles fué exactamente la misma.

En el caso de los subtipos del HLLA-DR8 lo unico diferente fué la disminucion

del DRB1*0802 (4.4 %) con respecto a los controles (pC = 0.02), aunque después de la
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correccion no resulto signiticativa. El resto de los alelos se distribuyo de manera semejante

en pacientes y controles.

L.a tabla 3 muestra los subtipos moleculares del HLA-DQA en 181 pacientes
con LEG y su comparacion con controles; el alelo mds comuin fu¢ el HLA- DQA* 0501
(28 %) cuya frecuencia al compararse con controles no fué estadisticamente significativa;
en orden decreciente le siguieron DQA*03 (23%), DQA*0101 (13%) y de DQA* 0401
(10%), las que al compararse con controles tampoco fucron estadisticamente
significativas. Por otra parte, el alelo HLA-DQA*0102 resulto significativamente
disminuido en log pacientes al compararse con el grupo de controles (pC=2.2 X 107, lo
mismo ocurtid con el DQA*0601 que estuvo presente solo en un paciente y cuya

frecuencia et los controles fué 15%.

La tabla 4 muestra las frecuencias génicas de los subtipos moleculares del
HLA-DQB en pacientes mexicanos y controles. El subtipo méds comin en pacientes fué el
HLA-DQB*0301 (27%) y le siguieron en orden decreciente el DQB*0302 (23%) ,
DQB*0201 (17%), LQB*0402 (10%), DQB*0501 (10%); ninguna de estas frecuencias
fué estadisticamente significativa al compararse con las de los controles. En la misma tabla
4 pueden notarse la disminucion del subtipo DQB*0602 en el grupo de pacientes (4%) la
que al compararse con controles (9%) resulto estadisticamente significativa (pC=3.11 x

107).

La tabla 5 muestra los haplotipos de genes HLA clase II en [81 pacientes
mexicanos con LEG y muestra a los correspondientes a los grupos DRI, DR2 y DR3. En
el grupo DRI, el haplotipo mas comin fué el DRB1*0101, DQA*0101, DQB*0501, el
cual aparecié como parte del HLA-B14 en el grupo DR2 , el haplotipo mas comun fué el
DRB1*1501, DQA*0102, DQB*0602, el cual preferentemente fué parte del HLA-B27.
Puede notarse una gran variedad de haplotipos DRBI*1501 y muy restringida de los
subtipos DRB1*1601 y 1602, éstos tltimos formaron parte del HLA-B15. En el grupo

DR3, practicamente todos los pacientes correspondieron al subtipo DRBI1*0301,
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DQA*0501, y DRB*0201, solo un paciente resultd ser DRBI*0302, DCQA*0101,
DOQB*0201, todos ellos cuales fueron parte del HLA-B8 y el HLA-B18.

En fa tabla 6 se muestran los subtipos de los grupos DR4 y DRS; con
respecto al grupo DR4, existieron una gran variedad de subtipos DRB1 siendo el mas
frecuente el DRB1*0407, DQA*03, DQB*0302, todos los subtipos moleculares del DR4
formaron parte de los alelos HLA-B35, HLA-B39 y HLA-B40. En el grupo DRS, los
subtipos moleculares mis comunes fueron DRB1*1102 y DRBI*1201 cuyos haplotipos

incluyeron al DQA*0501 y DQB*0301 y formaron parte del HLA-B7 y HLA-B39.

La tabla 7 muestra a los subtipos moleculares de los grupos DR6 y DR7, de
los subtipos de DR6 el mas comun fué el DRBI*1301 que tuvieron una distribucion
variada con respecto a los alelos DQA y DQB y formaron parte del HLA-BS; en este
mismo grupo de DROG, otro alelo comin fué el DRBI*1406 que se asocio
preferentemente con el subtipo DQA*0501, siendo éste subtipo el mas comin 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 HLAB12, BI3 y B35,

Finalmente la tabla 8 muestra finalmente los haplotipos correspondientes a los
grupos HLA-DR8, DR9, y DR10. Con respecto al grupo DR8 el alelo mas comun fué el
DRB1*0802, DQA*0401, y DQB*0402, los cuales fueron parte det HLA-B35 y B40 .

Solo un paciente pertenecio al grupo DR9 y su haplotipo fué DRB1*0901,
DQA*03, DQB*0302, de la misma manera solo un paciente pertenecio al grupo DR10 y
su haplotipo fué DRB1*1001, DQA*0101, DQB*0302 el cual formo parte del HLA-B35.

La tabla 9 muestra los haplotipos clase II en pacientes mexicanos (M) con

LEG y su comparacion con caucasicos (C), negros (N) y orientales (O), puede notarse que

el haplotipo mas comun del grupo DRI en mexicanos (DRBE*0101, DQA™ 0101,
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DQB*0501) estd presente en todos los grupos étnicos. lin lo que se refiere a los
haplotipos del grupo DR2, el mas comun en mexicanos (DRBI*1501,127)A*0102,
DQB*0602) también esta presente en todos los grupos étnicos; sin embargo, verse
claramente que los pacientes mexicanos con LEG tienen una gran heterogeneidad de
haplotipos DRBI*1501 los que parecen ser particularmente frecuentes en los pacientes
mexicanos y que su distincion con otros grupos étnicos reside en los subtipos moleculares
del locus HLA- DQB pues los mexicanos no muestran el alelo DQB*0602 i el alelo

DQB*0502 o su frecuencia en ellos es muy baja.

La tabla 10 muestra que el haplotipo mds conuin del grupo DR3 en mexicanos
es también el que estd presente en Caucasicos, Negros y Orientales. Con respecto a los
subtipos moleculares del grupo HLA-DR4 es muy notoria la gran heterogeneidad de todos
los subtipos moleculares de este alelo. De los I8 subtipos moleculares detectados en
todos los grupos étnicos solo el DRBI*0403 y el DRB1*0406 no sc encontraron el los
pacientes mexicanos, siendo el primero de ellos caracteristico de la poblacion caucasica y
el segundo de la poblacion oriental; mas aun, el haplotipo mas coman de los mexicanos
(DRB1*0407, DQA*03, DQB*0302) parece ser exclusivo de los mexicanos, ya que su
frecuencia solo esta presente en ellos y ocasionalmente en algunos grupos de individuos de

origen Caucisico.

La tabla 11 muestra los haplotipos clase H pertenccientes a los grupos DRS y
DR6. Con respecto al grupo DRS claramente se nota las diferencias en los distintos
grupos étnicos, ya que el subtipo DRBI*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 mas comiin en mexicanos (DRB1*1301,
DQAI1*0103, DQB*0603), esta presente también en los otros tres grupos étnicos . En los
alelos de este grupo se nota que los pocos casos del subtipo DRBI1*1302 en mexicanos
son de origen negroide, micntras que los del alelo DRB1*1402 lo son de origen oriental.
Existiendo también los alelos DRB1*1406 y DRBI*1407 en mexicanos cuyo origen esta

aun por determinarse y que pudieran ser autoctonos.
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La tabla 12 muestra ¢l origen de los subtipos moleculares pertenecientes a los

grupos DR7, DR8, DR9 y DR10.

En fo que se refiere a los haplotipos del grupo DR7 presentes en mexicanas
(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 DRS es interesante
notar que el mas comun de fos mexicanos (DRB1*0802, DQA*0401, DQB*0402) es
compartido con fa poblacion oriental y en cierta medida también por la caucdsica, por su

parte tos subtipos DRB1*0801 y 0804 son compartidos con la poblacion negroide.

El haplotipo perteneciente al grupo DR9 ocurrido en mexicanos parece ser
particular de €ste grupo ya que no estd presente en ninguno de los otros tres, lo mismo
que con el haplotipo perteneciente al grupo DRIO, es interesante, que ambos haplotipos
tienen el mismo alelo det HLA-DQB (DQB*0302) el cual es caracteristico de la poblacion

mexicana.
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TABLA 1: FRECUENCIAS GENICAS DE LOS GRUPOS DE GENES HLA

CLASE Il ( DR ) EN 181 MEXICANOS CON LEG.

PACIENTES | CONTROLES
DR N=181/362 N=105/210
GENERICO noofg(%) | 0 fg(%) pC OR
DR4 2 (23) 4 (37) NS
DR6 37 (20.4) 15 (7.5) NS
DR2 23 (27) 15 (1.5) NS 0.88
DR8 20 (I1) 20 (10) NS
DR3 18 (10) 14 (7) NS
DR7 15 (83) 13 (6.5) NS
DRI YIRTES 18 (9) NS
DRS5 §  (4.4) 22 (1) 2.0X 107 0.18
DR9 | (0.05) 1 (2) NS
DR10 1 (0.05) 4 () NS

OR: Razon de momios.

pC: p corregida.

NS: No significativo.
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TABLA 2. FRECUENCIAS GENICAS MOLECULARES RELEVANTES DE LA
CADENA DRBL EN 181 PACIENTES MEXICANOS CON LEG.

GRUPO | SUBTIPO |PACIENTE | CONTROLES

DRBI N=1ssl/362 N:mfsg/;n(f’),) hC OR
n_ fg(%)

DR4 0407 17 (9.4) 9 (4) NS 11

DR6 1406 9 (4.9 2 (D) NS 2.69
1301 9 (4.9) 2 () NS 2.69
1402 I(<1) 10 (7) 5.57X 107 0.05

DR2 1501 15 (8.3) TN NS

DR$ 0802 8 (4.4) 12 (8) NS 0.36
0801 4 (22) I (<) NS

DR3 0301 17 (9.4) 9 (8) NS

DR7 0701 15 (8.3) 10 (7 NS

DRI 0101 12 (6.6) 9 (6) NS

DR5 1104 2 (1) 4 () NS

OR: Razdn de momios
pC: 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 | PACIENTES | CONTROLES
SUBTIPOS Tls}g&) Tuzz(% pC OR
0501 52 (28.3) 52 (25) NS
03 42 (232) 40 (19) NS
0101 24 (13) 31 (15) NS
0401 18 (10) 23 (1) NS
0201 15 (8.3) 17 (8) NS
0102 1 () 33 (16) 2.2 X 107 0.14
0103 8 (4) 10 (5) NS
0601 I (<D 31 (15) 22X 10° 0.001

OR: Razon de momios.

pC: p corregida.

NS: No significativo.
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TABLA 4. FRECUENCIAS GENICAS RELEVANTES DE LOS SUBTIPOS
MOLECULARES DE HLA-DQB EN 181 PACIENTES MEXICANOS CON LEG
Y SU COMPARACION CON CONTROLES,

SUBTIPO | PACIENTES | CONTROLES
0301 49 (27) 42 (20) NS
0302 41 (23) 44 2 NS
0201 21 (17 33 (16) NS
0402 18 (10) 21 (10) NS
0501 18 (10) 23 (I NS
0602 §  (4) 19 (9) 31X 107 0.21
0603 8 (4) i (5) NS
0601 5 Q) 2 () NS
0604 VD)) 8 (4) NS
0502 I (<1) 6 () NS
0503 L (<1) 6 (3) NS
0308 I (<) NI NS

OR: Razdn de nomios

pC: p corregida.
NS: No significativo
NI: No identificado.
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TABLA §.

MEXICANOS CON LEG.

GRUPO DRI n=14 (f.g. 0.077),

HAPLOTIPOS DE GENES HLA-CLASE I EN 181 PACIENTES

DRB1#* DQA* DQB* n f.o.
0101 0101 0501 11 0.061
0101 0101 0603 1 0.005
0103 0101 050! 1 0.005

- 0101 0301 | 0.005
GRUPO DR2 n=23 (f.g. 0.127)

DRB1* DQA* DQB* n f.e.
1501 0101 0501 | 0.005
1501 0101 0602 1 0.005
1501 0102 0502 | 0.005
1501 0102 0601 1 0.005
1501 0102 0602 7 0.039
1501 0102 0603 | 0.005
1501 0103 0601 | 0.005
1501 0501 0601 | 0.005
1501 0501 0603 | 0.005
1502 0102 0603 ] 0.005
1502 0103 0601 1 0.005
1601 0501 0501 2 0.010
1602 0501 0301 | 0.005
1602 0501 0501 2 0.010

- 0101 0503 l 0.005
GRUPO DR3 n=18 (f.g. 0.100)

DRB1* DQA* DQB* n f.g.
0301 0501 0201 16 0.089
0302 0101 0201 1 0.005
0301 ] 0.005
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TABLA 6. HAPLOTIPOS DE GENES
MEXIC \NOS CON LEG.

GRUPO DR4 n= 42 (f.g. 0.230)

HLA-CLASE 11 EN 181 PACIENTES

DRB1*

e s e S

L fe

0.028
0,005
0.005

] 70,005
3 0.017
| 0.005
T 0.094
1| 0005
2

a2l—t—l—l—i2i—

1
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TABLA 7. HAPLOTIPOS DE GENES HLA-CLASE 11 EN 181 PACIENTES
MEXICANOS CON LEG,

GRUPO DR6 n=37 (f.g. 0.204)

DRB DOA nOB N f.g.
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 ! 0.005
- 0501 - 2 0.011
1401 0501 0301 | 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 ! 0.005
1407 0501 0301 1 0.005
- 0501 0301 1 0.005
- 0501 060! 1 0.005
GRUPO DR7 n=15 (f.g. 0.083)
DRB DOA DQB N f.g.

0701 0201 0201 15 0.083
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TABLA 8.

MEXICANOS CON LEG.

GRUPO DR8 n=20 (f.g. 0.110)

HAPLOTIPOS DE GENES HLA-CLASE II EN 181

PACIENTES

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 DRY n= 1 (f.g. 0,005)
DRBI* DQA* DOB* n f.g.
0901 03 0302 1 0.005
GRUPO DR10 n=1 (f.g. 0.005)
DRB1* DQA* DQB* n f.g.
1001 0101 0302 1 0.005
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TABLA 9. HAPLOTIPOS CLASE Il EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCASICOS (C), NEGROS (N) Y
ORIENTALES(O).

GRUPO DRI

DRBI* DQA* DQB* C N 0 M
0101 0101 0501 + + + +
0101 0101 0603 +
0102 0101 0501 + F 1 +
0103 0101 0301 + +
0103 0101 0501 +

GRUPO DR2

DRBI1* DQA* DQB* C N [0) M
1501 0101 0501 +
1501 0101 0602 +
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 060} +
1502 0102 0603 +
1502 0103 0601 + + +
1503 0102 0602 +
1601 0102 0502 +
001 0501 0501 +
1602 0102 0502 +
1602 0102 0502 + +
1602 0501 0301 + +
1602 0501 0501 +

- 0101 0503 +
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TABLA 10. HAPLOTIPOS CLASE 11 EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCASICOS (C), NEGROS (N) Y

ORIENTALES(O).

GRUPO DR3

DRB1* DQA* DQB* C N 0 M
0301 0501 0201 + + + +
0302 0101 0201 +
0302 0401 0402 + +

GRUPO DR4

DRBI1* DQA* DQB* C N 0 M
0401 03 0301 + +
0401 03 0302 + + +
0402 03 0301 +
0402 03 0302 + + +
0403 03 0301 +
0404 03 0302 + +
0405 03 0302 + + -+
0400 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 (1. HAPLOTIPOS CLASE i1 EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCASICOS (C), NEGROS (N) ¥
ORIENTALES (0).

GRUPO DRS

DRB1* DQA* DQB* C N 0 M
1101 0501 0301 + : +
110} 0102 0602 + +
1102 050] 0301 + . +
1102 0501 0301 +
1103 050! 0301 +
1104 0501 0301 + t +
1201 0101 0301 + } f
1201 0501 0301 + f - j
1202 0601 0301 +

GRUPO DR6

DRB DQA DOB C N 0 M
1301 0102 0604 +
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 F
1401 0101 0503 + f +
1401 0501 0301 +
1402 0501 0301 + +
1403 0501 0301 + + +
1406 0501 0301 +
1406 0501 0503 +
1406 0601 0301 +
1407 0101 0301 +
1407 0501 0301 +
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TABLA 12, HAPLOTIPOS CLASE I EN PACIENTES MEXICANOS (M) CON
LEG Y SU COMPARACION CON CAUCASICOS (C), NEGROS (N) Y
ORIENTALES (O).

GRUPO DR7

DRB DOA DQOB C N 0 M
0701 0701 0201 + + t +
0701 0201 0303 + + { +
0701 0301 0201 +
GRUPO DRS
DRB DQA DQB C N 0 M
0801 olol 0302 +
0801 0401 0402 + + +
0802 0401 0402 + + +
0803 0103 0601 +
0804 0401 0402 + + +
GRUPO DR9
DRB DQA DQB C N 0 M
0901 03 0201 + +
0901 03 0302 +
0901 03 0303 + +
GRUPO DRI10
DRB DOA DQB C N 0 M
1001 0101 0302 +
1001 0101 0501 + + +
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10. DISCUSION.

Este trabajo muestra la disminucion del alelo DRS el cual de manera
caracteristica es el segundo mas frecuente en la poblacion nomal mexicana y ninguno de
los subtipos molceulares de este alelo es responsable de dicha disminucion, también es
notoria la disminucion del subtipo DRBI*0802 y del subtipo molecular DRB1*1402
(DR6), los cuales pudieran tener un efecto protector o allernativamente reflejar solo 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 natorias la disminucion del
alelo DQA*0102 y DQA*0601, la presencia del primero de cllos en la poblacion normal
mexicana parece corresponder a mestizaje de origen negro y del dltimo es desconocida.
Este mismo mestizaje de origen negroide también se refleja en la disminucion 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 practicamente todos los haplotipos pertenccientes al grupo DR3 fieron del
subtipo DRB1*0301, el cual ¢s conocido su desequilibrio genético con el DQA*0501 y
DQB*0201, dicho haplotipo en este grupo de pacientes mostro desequilibrio genético con
el HLA-B8 y con el HLA-BI8, ambos haplotipos muy caracteristicos de la poblacion

caucasica, por lo que su presencia en mexicanos refleja el mestizaje con este grupo étnico.

Del grupo DR4 que es el alelo mas comuin en la poblacion normal mexicana,
practicamente todos los subtipos de este grupo, estin presentes en los individuos de
origen mexicano (pacientes y controles) y el mas comin (DRBI*0407) parece ser el
subtipo relevante en la poblacion mexicana. Este origen autédctono se refleja por la
asociacion que tienen todos estos subtipos con los alelos del locus del HLA-B que son:

HLA-B35, B39 y B40, los mas comunes en la poblacién normal mexicana (Weckmann y
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col.). Mas aun, la poblacion normal mexicana contiene subtipos moleculares tanto del
HLA-B35 como del  B-39 cuyas sccuencias de nucleotidos han sido detectadas
exclusivamente en individuos de origen mexicano (Vargas Alarcon y col ). De hecho solo
los subtipos DRB1*0403 no estuvo presente en individuos mexicanos (pacientes y
controles) el cual es caracteristico de la poblacion caucasica, nt el DRB1*04006 el cual es

caracteristico de la poblacion oriental.

Es notorio el desequilibrio genético de todos los subtipos moleculares del

DR4 con los alelos de DQB*0302 y *0301.

En lo que compete al DRS los subtipos moleculares estdn restringidos al

DRB1*1102y *1201 ambos probablemente de origen negroide (ver mas abajo).

Los subtipos moleculares del DR6 representados por el DRBI*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 parcce reflejar un origen autoctono (ver mas abajo).

Dichos efectos de mestizaje , también se reflejan en los desequilibrios
mostrados por los alelos del DQA y DQB en este mismo grupo de DRG, 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, DQB*0201), los que sin embargo tuvieron

varios alelos del locus HLA-B (B12, BI3 y B35), esto sugicre que en estos haplotipos
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debe existir un mecanismo que fija el desequilibrio genético en la region correspondiente a
los genes clase 11, pero que se mueve libremente en las poblaciones de todo el mundo,
asociandose de manera aleatoria con las alelos del HLA-B que pertenezcan a cada grupo
étnico. Los haplotipos de fos grupos DR, DRY y DRI nuevamente reflejan diversos
grados de mestizaje. El DR8 es el tercer alelo mds comun de fa poblacion normal
mexicana (de Leo y col), por lo que es de esperarse que la poblacion mexicana muestre
heterogeneidad en los subtipos moleculares , practicamente todos estos subtipos estan
presentes en individuos mexieanos (pacientes y contrales), con excepeion cel DRB1*0803

el cual es de origen oriental.

Il hecho de que los individuos del grupo DR9 y DR10 muestren el mism
alelo del locus DQB (DQB*0302) sugiere que ambos son probablemente de origen

mexicano ya que este alelo es el mas comun en la poblacion mexicana.

En un intento de reforzar esta nocion de los distintos origenes 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 analizaran en seguida teniendo en
cuenta que de las poblaciones estudiadas (caucasica, negra y oriental) la primera de ellas
es la mejor caracterizada). Practicamente todos los subtipos del grupo DR1 presentes en
mexicanos, estan 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 estan
presentes en todas las poblaciones estudiadas, mostrando con ello que asi 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 de ellas es
claramente de origen espafiol y es la que contiene el haplotipo HLA-A30, BI8,
DRB1*0301, DQA*0501 y DQB*0201, éste haplotipo ha sido descrito en pacientes

espafioles con glomerulonetritis primaria (Gomez-Reino y col.) y parece ser de origen
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vasco, su presencia en México es entonces con mestizaje con espafioles. El otro haplotipo
(HLA-AL, BS, DRB1*0301, DQA*0S01, DQB*0201) es el mas comun de la poblacion
caucasica, €ste haplotipo se asocia en ese grupo étnico con practicamente todas las
enfermedades autoinmunes, entre ellas, el LEG, la diabetes insulino dependiente, la
tiroiditis autoinmune, la hepatitis cronica activa y la glomerulonefritis primaria entre otras,
por lo que su presencia en México revela mestizaje con individuos de origen blanco

europeo.

Una mencion aparte merecen los haplotipos correspondientes al grupo

DR4, pricticamente todos los subtipos moleculares de ese grupo estan presentes en los

pacientes mexicanos con LEG 'y su distincion con otros grupos étnicos reside en cl alelo-

del locus DQB, pues los mexicanos tienen caracteristicamente ¢l DQB*0302, cuando los
grupos ¢tnicos tienen el DQB*0301. Las unicas excepciones son el subtipo DRB1*0403
presente en caucisicos 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 de origen caucasico parcce tener diferencias sutiles en algunas
secuencias de nucledtidos con el subtipo DRBI1*0413 caracteristico de mexicanos. Este
trabajo no aborda la secuencias de nucleotidos de la cadena DRBI, por lo que dichas

diferencias no pudieron ser estudiadas.

Los subtipos moleculares de los grupos DRS y DR6, también muestran el
efecto del mestizaje en mexicanos, aquellas del grupo DRS parecen ser de origen
negroide, mientras que las del DRG parecen ser de origen.oriental; en el grupo DR6
ademas del mestizaje oriental se nota una fuerte presencia de haplotipos de origen indigena
en particutar del DRB1*1406, el mas comin de los subtipos del grupo DRG. El
desequilibrio genético de los locis DQA y DQB también refleja ese origen indigena, el cual
esta marcado por DQA*0501 y DQB*0301.
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Ll hecho de que todos os individuos pertenecientes al grupo DR7 tengan el
mismo subtipo molecular y los mismos desequilibrios genéticos con los loci DQA y DOB
refuerzan la nocion de que este haplotipo esta preservado en todo ¢l mundo, de manera
caracteristica se asocia con algunas enfermedades autoinmunes en individuos de origen
caucasico entre ellas la enfermedad celiaca (Tiwari y Terasaki). Su presencia en México se
ha notado en un subgrupo clinico de pacientes con LEG que muestran las caracteristicas
clinicas del Sindrome de Antifosfolipidos (Granados y col.), éste alelo a su vez estd
asociado con el mismo Sindrome en individuos de origen italiano (Savi y col.); por todo lo

anterior su presencia en mexicanos refleja nuevamente mestizaje blanco europeo.

Finalmente en los haplotipos correspondientes a los grupos DR8, DRY y
DRIO , el subtipo DRBI*080! es tanto mexicano como proveniente de mestizaje
negroide, el DRB1*0802 es tanto mexicano como oriental y ¢f DRBI*0804 mexicano y
negroide. Los subtipos moleculares DRB1*0901 y DRB1*1001 cra de esperarse que en
mexicanos tuviesen desequilibrio genético con ¢l alelo DQB*0302, su presencia en los

pacientes mexicanos con LEG simplemente reflejan su origen autoctono.

Esta es una descripcion 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 (Reveille y Col.), pero aborda un mayor
niimero de pacientes y una descripcion por haplotipos. Muestra a través del analisis de los
desequilibrios genéticos en los haplotipos que el mestizaje es relevante y que debe
analizarse en cada paciente; dicho analisis es dificil en poblaciones como la caucasica 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 distincion del origen étnico de los haplotipos. Tiene
la ventaja adicional de que en la actualidad es posible estudiar la genética de poblacion de
las comunidades indigenas que contribuyen al mestizaje de los mexicanos y de ésta manera
identificar los haplotipos autoctonos 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 DR7 el cfecto es de
origen caucisico, si es DR2 éste es de origen oriental, mientras que st es DRS, DR6 o
DRS hay una combinacion entre negro y oriental, pero que sobre todo el efecto mas
importante esta conferido por los haplotipos marcados por el DR4 y de éste en particular
el DRB1*0407. Lo anterior permite plantear una hipotesis interesante y es la de que existe
complementacion génica entre los diferentes loci que componen el MHC, en particular el
gen de Ia 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 HLA-DQ ser aportadas por otro origen étnico, constituyendo de
esta manera el hibrido ¢aracteristico del mestizo mexicano que lo hace particularmente

susceptible al desarrollo del LEG.
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11. REACTIVOS.

REACTIVOS PARA TIPIF ICACION SEROLOGICA (LA-ABC Y DR.

Ficoll- Hypaque

Ficoll tipo 400 (Sigma) 9.0 grs
Agua Destilada 100.0 ml
Hypaque al 50% (Winthrop) 28.0 ml
Agua Destilada 13.0 ml

Ajustar densidad a 1.077

Ficoll - Radialar.

Ficoll tipo 400 (Sigma) 450 grs
Radialar 150.0 ml
Agua destilada 630.0 ml
Ajustar densidad a 1.077

Formalina.

NaH,PO4 H20 0.1725 grs
NaHPOs 030 grs
Formol al 40% 100 ml
AKC.

NH.Cl 829 grs
K,CO; 1.34  grs
Agua destilada 1.0 L
PBS.

NaCl 7.66 grs.
Na,HPO4 38 gIs
KHzPO.; ().06 gl’S,
Ajustar el pH 2 74
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Medio RPML 1640

RPMI 100 ml
Penicilina/Estreptomicina 1.0 ml
Suero bovino fetal inactivado 10.0 ml

El suero bovino fetal se inactiva | hora a 56 "C.
Trabajar en condiciones estériles.
Mantener en refrigeracion.

Eosina Y al 5%.
Eosina Y 5.0 grs
Agua destilada 100.0 ml

Calentar en una placa térmica hasta su disolucion, filtrar . Colocar en frasco ambar |
conservar a temperatura ambiente.

REACTIVOS PARA EXTRACCION DE DNA

RSB

NaCl (10mM) 0.5844 grs.
Tris base pH 7.4 ( 10mM) 1.211 grs.
EDTA (25mM) ' 93  grs.
Agua destilada 1.0 L

Ajustarel pHa 7.4

Buffer TE

Tris-Cl (10 mM) 1.576 grs.
EDTA (I mM) 0.322 grs.
Ajustar el pH a 8.0

Tris 0.5 M,
Tris base 60.55 gr.

Agua Destilada 1.0 L.
Ajustar el pHa 8.0
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NaCl SM.

NaCl 292.0 grs.
Agua Destilada 10L.

SDS 10%.

SDS (Dodecil sulfato de Sodio ) 10.0 grs.

Agua destilada 100 ml,

Fenol Saturado.

Colocar el fenol a bafio Maria a 60°C hasta que se funda totalmente, adicionar Tris base
0.5 M pH 8.0 enrelacion 1:1. Mezclar y dejar reposar |5 minutos para que se separen dos
fases. Conservar en frasco ambar.

SEVAC.

Cloroformo - Alcohol Isoamilico ( 24: 1).

Proteinasa K 10 pg/ ml

Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 ml de Agua destilada.
Realizar alicuotas de 500 pl y congelar.

Buffer de lisis,

DTAB ( Bromuro de dodecil trimetil amonio. Sigma D8638) 8 %
TRIS (pH=8.0) 10 mM.
NaCl 1.5 M.
EDTA 50 mM.
Solucion de CTAB,

CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio. Sigma H5772) 5 %
NaCl 04 M
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Anticoagulante EDTA,

EDTA Na,

S mM
Se emplea 1.0 ml de anticoagulante por 9.0 m de sangre.

NaCl 1.2 M

NaCl 70.13 grs
Agua Destilada 1.0 L
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