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RESUMEN 



La Tuberculosis pulmonar (TbP) sigue siendo un problema importante de salud 

en el mundo. la pandemia causada por la infección del Virus de la Inmunodeficiencia 

Humana (HIV) y su asociación con TbP. ha causado un considerable aUmento en Ja 

incidencia de ésta en muchos paises. Para dicha patologfa existe predisposición por 

factores ambientales. nutricionales y genéticos. 

Dada la frecuencia de TbP en nuestro pals. el aumento en Jos casos de HIV y 

por fa falta de estudios realizados en la población mexicana, el objetivo de este estudio 

fue definir el papel que juegan los marcadores genéticos del MHC en la susceptibilidad 

o resistencia a TbP y HIV en sujetos mestizos mexicanos. 

Las moléculas HLA clase 11 (HLA DR y DQ) fueron investigadas en un grupo de 

34 pacientes con TbP, 31 pacientes con SIDA y 10 pacientes con SIDA-TbP. Se 

incluyeron 95 sujetos como controles sanos. Se tipificaron los alelos HLA clase 11 por 

métodos serológicos (microlinfocitotoxicidad) y por métodos moleculares (PCR-SSP). 

Los resultados de la tipificación serológica mostraron una asociación significativa con 

DR2 para TbP y DR5 para HIV. 

Para definir con mayor precisión el subtipo que corresponde a DR2 y OR5, se 

utilizó el método de primer secuencia especifica. Los resultados nos indican que los 

alelos 1501 (OR2) (X2=26.01, p=0.001) y 1101 (DR5) (X2 =15.41, p=0.001) muestran 

significancia estadística. Los datos anteriores nos revelan que los alelos que pudieran 

conferir susceptibilidad a la enfermedad están relacionados con la región HLA-DR. 



INTRODUCCION 



La historia de la tuberculosis (TB) nos relata que se han encontrado rastros de 

esta enfermedad desde hace 2000 años antes de Cristo (Reichman. 1993). 

La tuberculosis sigue siendo un problema importante de salud en el mundo. 

Actualmente. la Organización Mundial de Ja Salud (OMS) estima que alrededor de 2000 

millones de personas se encuentran infectadas con Mycobacterium tuberculosis: 

ascendiendo la mortalidad a 3 n1illones de defunciones. lo que nos indica, que una 

tercera parte de la población se encuentra infectada con el bacilo de la tuberculosis 

(95°/o en los paises en vías de desarrollo y 5°/o en los paises industrializados) 

(Reichman, 1993 y Richter, 1995). 

Aún cuando en este siglo la medicina y la tecnologla se han desarrollado de 

manera importante. la tuberr.ulosis ha continuado siendo un sólido problema de salud 

en dos terceras partes del mundo. Es una enfermedad frecuente en los países en vias 

de desarrollo y México no es la excepción (Olvera. 1994). Afecta predominantemente a 

individuos con escasos recursos económicos. en los que la desnutrición. insalubridad y 

hacinamiento son el denominador común. Sin embargo, en algunas familias. aunque 

todos sus n1iembros comparten las mismas condiciones ambientales, nutricion~les, 

solamente un_o o dos de ellos adquieren al enfermedad: lo que lleva a uno a supo'ner 

que exista cierta susceptibilidad genética a desarrollar la enfermedad (Terán, 1992). 

Al ·S~r.- Ja ··tubei-cUlcisiS un problema de gran relevancia en México, se ha 

observado- "uri":. eleVSdD ·-'aumento en la incidencia de cepas resistentes de 
. :-· ;'.:.:.:·,_~>::,-.. : 

Mycobacteriu,;,/tUbtlircii10;i~: a-· diferentes tipos de fármacos (Beck-Sague. 1992): 

fe.nóme!~o~~-~~~:~~·6- ~':¿·~~~-~~m~s i~apropiados de control de la tuberculosis y más aún, Ja 



pandemia causada por la infección d_el Virus de la l~munodeficiencia tfumana (HIV) y la 

evidencia ·de una .. asociación~ _entre fa- TbP y la Infección. por ·HIV.';- ha causado 

importantes ·aumerltos en· la 1-~~id~~cia ·de TbP ~n algunoS pafs~s (~ei~~ínan. 1993, 

Richter, 1995).' 

Debidci·:a ~u·)~-~~jrid~'d·p~-~~ destruir el sistema inmunológico, el HIV ha emergido 

como el -f8ct0f ."Ci;/~:'"r'iá-~~~ ·'fné;; importante en la progresión a la infección por TbP 

(Richter, 19és}:: ;:',}"'/ '': 

· Du~~n-t~-:~-:1,~~-~:,p·;~~~r~~~~ ciases reportados de Slndrome de la Inmunodeficiencia 
. ·.·~. . ·., :·. < ~' .-,: ·.:-· : . 

Human~' csü~A>' ~;;--·-e·1·.-'a·no. de" 1981, las personas con esta enfermedad presentaban 
- .. ·.- ·--·· 

una d~Í.cienci~ s'~~~r~: en su sistema inmunológico, sin ninguna causa aparente. El 

SIDA es una enfermedad de carácter mundial y un grave problema de salud con casos 

documentados en más de 1_70 paises y 10 millones de personas _in~ectadas con HIV en 

todo el mundo (Qulnn. 1996). 

La aparició.n de infeccfones oportunistas pocO :fre~~~~t~~ cómo neumonlas 

causadas por Pneumocystis caririii o .tUmores poco __ coriiUr1~s·:_.é~mo el ·Sarcoma de 

Kaposi, permitieron obtener los reportes de la sintomatol~gf~--d~:dtch~:enfeÍmedad y en 

ésta se mostraba prevalencia· en homosexuales activos, 'usuclrios de drogas 

intravenosas, y hemofflicos: más tarde se observaron los mismos síntomas en 

receptores de transfusiones y en nlnos infectados por sus madres (Scorza, 1986). 

En Latinoamérica, la realidad del HIV y SIDA es cada dla más alarmante. En 

México, la epidemia del SIDA se ha extendido debido principalmente a la promiscuidad 

sexual. drogadicción y sobre todo a una evidente falta de Información sobre la 

enfermedad mortal en todos los sectores de la sociedad (SIDA-ETS, 1996). 



En paises en vfas.de desarrollo. Ja tuberculosis- ha emergida como una de las 
' . ' - :. 

enfermedades oportunist~s_ m_ás_'. Co~"unes ·a~~ciSda.s-_.'con _..fa' Jrifección _·de HIV. En 

algunos países latinoa~erica!'·~s :c·~-~_SSjL~A;ge;-,;_tiri·a·y·:M~~1~c;>J:~~p~b·~¡~~d~~ente·e1 2So/o 

::v~::::::~::~:~1~llf iti1flf~lltif~~~;~;::: 
permitiera estudiar la ·predisposición~",soO aqüE!llós ·que ·comprenden ·a los antfgenos del 

-:-: ·_ , ~,: .. -. /~y_,·~;;~.::i~;t!\'.)~~;-{_..;;r.~:;?C{:~-k'fJ.r:~(..-~~~-:>.;.~~~fü·:~: · ~f-:::k': ~;;,~·~:\::~:~.- /-:.~/·:.-.--~-¿,_s--..-:· :·:'~. ~ /-::< 
Complejo Principal de. Histocómpatibilldadii(MHC).:'Ír :-que:'' dentro'. de ··otras' funciones • 

. '.· .. -~~\''::i:.;__:~~~'.t:?~~~~~-~-,~~{.n:;·,~--·:;:;;~>,·_{f~·· -~~L. -'t'.",,,-. ·'/'~i -.. ,., "·' .. ·~. 4~- ._.,.,.. . 
forman parte de·-_- los · receptores·-~ fnvolucfados '.~ ~.:tJ_: ~~ ,:~·:p_r~~eS'c:í: de:~. reCCinoéimi8nto 

· '-:-:-!::>~.{~-!>.:·.;::;:::,,,~, ::>·:'·· ·¡;~;:~s-:';?~ 
inmunológico (Festenstein:';;!:9~,1J;<:-".' . '<. .: . - -

El MHC tiene. como:'é;a'~;,·i,te~_ÍsÍi·~~ ¡:;;¡;;,ordlal la de discriminar lo .propio. d.e lo. 

extrano ya que se_ -~~~~-~_n\r·~;<.-'~~n·i~r~ado _por una gran cantidad de ·geÍ1es ·muy 

importantes que_ d·e·~~~:é:~d~~~n- U~a. respuesta Jnmunon.ofógfc;a ·apropiada .. (Stit~s. 

1993). 

Los genes del MHC, que en el humano se les denomina HLA <Por Human 

Leucocyte Antigens), se encuentran localizados en el brazo corto del cromosoma 6 

(Arnaiz-Villena. 1993) y por caracteristicas estructurales y de localización, se pueden 

clasificar en tres diferentes clases de moléculas, de las cuales. las de clase 1 y clase 11 

juegan el papel principal al estar involucradas en la presentación de péptidos 

antigénicos a las células T citolóxlcas (CDB) y a las células T cooperadora" (CD4), 

respectivamente (Van Roed. 1993). 

Una de las características más importantes de estas moléculas, es su gran 

polimorfismo (Erlich, 1991 y Klein, 1987), es decir, presentan un número elevado de 



variaciones denominados alelos dentro de un mismo locus: haciéndose más evidente 

en las moléculas de clase JI al ser tipificadas por métodos serológicos, celulares y más 

aún, por métodos más especificas como Ja reacción en cadena de Ja polimerasa (PCR), 

SouthernBlot Y. otros (Chia .•• 1995). 

El sistema in~unológlco ha ido evolucionando rápidamente de generación en 

generación y muchos de estos cambios afectan a los genes polimórficos, genes que 

expresan muchas formas diferentes del mismo MHC o de la misma molécula de 

anticuerpo (Stites, 1993). 



ANTECEDENTES 



COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). fue descrito originalmente 

por su importancia en el rechazo o aceptación de trasplantes ya que presenta una 

función decisiva para la viabilidad del injerto (Festestein, 1981). 

En 1916 Little estableció los principios básicos de los trasplantes al demostrar 

que injertos cutáneos de estirpes idénticas tenfan éxito, mientras que los aloinjertos 

fracasaban (Festestein, 1981). 

Los estudios realizados por Gorer en 1936 establecieron que la reacción entre 

aloinjertos en ratones estaba relacionada con el grado de histocompatibilidad de los 

aloantfgenos descubriendo lo que creyó era otro sistema sanguineo en el ratón, cuyos 

genes codificaban al antigeno 2 denominándolos genes de histocompatibilidad o H 

(Festenstein, 1981 y Goulub, 1981). 

En 1947 Gorer, Lyman y Snell demuestran que el gen para el antfgeno 2 se 

encuentra en el cromosoma 17 en donde se localiza el gen que causa anormalidades 

en la cola (braquiuria). En 1955, Afien demuestra que no se trata de un sólo gen sino de 

un sistema alelomórfico H-2 diferenciado (Festenstein, 1981, Robles, 1984, Goulub, 

1981). En 1953, Amos demuestra que el producto de los genes de esa región podfa 

detectarse por leucoa9lutinaci6n (Festenstein, 1981, Robles, 1984 y Goulub, 1981 ). 

En 1943 Medawar y colaboradores demostraron las bases inmunológicas del 

rechazo de trasplante de tejido normal, comparando trasplantes de piel autóloga y 

alogénica en conejos y posteriormente (1953) induce tolerancia inmunológica en 

6 



ratones recién nacidos, inyectando células linfoides del donador del injerto de piel 

(Festenstein,1981). Los descubrimientos del sistema HLA, independie~tes del sistema 

H-2, se iniciaron entre 1920 y 1950 (Festenstein, 1981). En 1958, Dausset descubre en 

individuos transfundidos la producción de anticuerpos aloespecificos, reaccionando con 

individuos no relacionados para el prin1er antlgeno leucocitaria al que llamó Mac (ahOra 

HLA-A2) (Bach. 1976). Payne y Van Roed lo descubren en sueros de mujeres 

multíparas. Cada antisuero daba una reacción positiva con Jas células de algunos 

sujetos pero no con todos y diferentes antisueros reaccionaban con las células de 

poblaciones de individuos distintos pero entremezclados. De esta manera se propuso 

que los antisueros detectaban antigenos presentes en las células de sujetos de una 

especie determinada y estos eran producto de algún locus genético polimóñico (Van 

Roed, 1993). 

En esos años, se descubrió que los genes de histocompatibilidad no sólo eran 

cruciales para el éxito del trasplante sino que también eran importantes en las 

transfusiones sangulneas (Stites, 1993). 

Los avances en el conocimiento de nuevas especificidades se aceleraron 

cuando Terasaki y McCJelland, en 1964, miniaturizaron la técnica de citotoxicidad para 

asJ reconoc~r un número elevado de células y antis!-'er~s (Borucki, 1976,· y St~wart, 

1993). 
. . _, 

En 1965_, Oausset e lvanyi postulan_ que estos an~fgenos detectados en humanos 

formaban parte de un sistema genéÍico semejante, al MHC' del ratón (H~2)'y lo llaman 

HU-1 (Bo~ucki, 1976). Más ta~de ~erian "dén_omina~os :AnÜgenos de Leucocitos 

7 



Humanos (HLA por human leucocyte antigens) por un comité de nomenclatura 

(Festestein. 1981). 

En_.1970. YÚniS desc;ibe ·al locus HÚ\-D co~o anáro9o. al- la murirlo (Festestein, . . 

1981) y AmoS. en 1 1.971, lo.asocia con la prol_i,f~r~ci6~· lin~~.Íd~_-~,_er.i:-~~Jti".'o mixto de 

linfocitos (MLC) (BC:.rucki, 1976). • • .'::~ 
En e 1972, se localiza el gen. CML, fuera-del' i~Ls ;:¡-J.fa: ~;;~ocido como HLA-0; 

:::::::~.e1:~:).o~ro gene ~ue se identific~:~n~%t ~~i~f.}~0:c de. reacción al 

En 1975, onver y Fest".nstein •• p~!'~~~i·\~;;~.~'.~~i~~~~~i. ;~cus HLA-C separado 

del locus HLA-B por ocurrencia de entrecruzamiento::y/recombinación en familias 
• .,,._,,_,¡-o:h--· ."e" ' 

(Festestein. 1981). 

En 1976. Teisberg describe el polimorfismo ~~·j :_~b~po_~ente del complemento 

C4, asociado al /ocus HLA-8, y O'Neill, en 1978, dete'r,.;:;f~;,¡ 2 loci para el mismo, cada 

uno con un alelo común silencioso (Festestein, 198~} .. ~~·1·9_84,-se establecieron Jos 

/oci HLA-OP y HLA-00 (Slites, 1993). 

El primer reporte de asociación entre el MHC y la susceptibilidad o resistencia a 

determinada enfermedad fue realizado por Lilly en 1964 al encontrar, en ratones, 

ciertos genes que le conferian resistencia a padecer leucemia inducida. por el virus de 

Gross (Bach, 1976: Goulob, 1981 y Festestein, 1981). 

Amiel estableció la primera asociación del sistema HLA con la enfermedad en 

1967 al encontrar, en pacientes con enfermedad de Hodgkin, un antlgeno con mayor 

frecuencia que en la población en general (Goulob. 1981 y Festestein, 1981). 



En 1973, se descubrió que el sistema HLA se encontraba relacionado con 

enfermedades especificas en una gran proporción (Festestein, 1981). 

Las primeras caracterizaciones de los antígenos especificas del sistema HLA se 

llevaron a cabo con las pruebas de microcitotoxicidad que permitieron identificar los _ 

diferentes locus (A, B, C. D. DQ, DR. DP). Actualmente, los métodos de DNA 

recombinante han sido de gran ayuda para delinear los genes HLA y la cristalografla-ha -

permitido visualizar internamente a la molécula de HLA para determinar su función en 

la respuesta inmunitaria (Festenstein, 1981; Roitl, 1991 y Stites,1993). 

ESTRUCTURA Y DISTRIBUCIÓN 

MOLÉCULAS DE CLASE /: Son glicoprotefnas constituidas por uria cadena pesada de 

44 kDa (350 a.a), denominada cadena alía, y una cadena ~igera de 12 kDa (100 a.a), 

denominada beta 2 microglobulina. Esta es una protelna no glicosilada codificada en el 

cromosoma 15 en humanos. La beta 2 microglobulina no tiene un dominio 

transmombranal y permanece asociada con células por su interacción con la región 

extracelufar de la cadena pesada. Se encuentra unida de manera no covalente con el 

dominio alfa 3, que es parecido al de las inmunoglobulinas. y que contiene un sitio de 

unión para el receptor CDS en el linfocito T citotóxico. 

La cadena pesada está constituida por tres dominios extracelulares (alfa 1, alfa 

2, y alfa 3), una región transmembranal y una porción intracitopfasmática. Cada cadena 

pesada posee exones separados que pueden codificar para distintos dominios de la 

protefna (Parl'iam, 1990) (Figura 1). 
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Los antígenos de clase 1 están distribuidos sobre todas las células nucleadas, 

sobre reticulocitos. en baja densidad sobre eritrocitos y probablemente se encuentran 

sobre el trofobfasto y el esperma (Lawlor, 1990}. 

MOLECULAS DE CLASE //: son protelnas membranales ·Integrales heterodiméricas 

divididas en tres subclases DR, DP y DO .. Cada dlmero está cOnstituido por una cadena 

alfa de 32-34 kDa (229 a.a) .Y ~na cadena bE.ta de 2s~i!9 kDa (237 a.a). Ambas cadenas 

se encuentran orientadas ·~~n un~·-,po~cit?~ .. :-~:i~;~~;~far'.amino terminal, dos dominios 

extracelulares de 90-100 a.a,- un d~0i~·¡··o- .tr~iis~Etmb;~nal y una porción citopfasmática 
' ' ., -- ' -

carboxilo terminal de 10-15_a.a. Am~~s~son:codificadas por genes del MHC y durante 

su sfntesis y transporte intrácelular,_er.d.fmero alfa~beta se halla asociado a una cadena 
- --· ' 

de 31 kDa llamada invariante, c6dificada genéticamente fuera del sistema HLA. Se ha 

postulado que esta cadena.podrta jugar un ~ape1 importante en la orientación de fas 

moléculas de clase 11 hacia los_ endosomas, sitio donde podrla ocurrir fa unión a 

péptidos antigénicos (Stewart. 1993). 

En lo que respecta a HLA-DR~ esta reglón tiene de 3 a 5 genes que codifican, 

dependiendo del alelo, un_ nume-ro variable de codones (l. El gen de la cadena cr. es 

DRa y no es polim-órfico,···_ miéntras que las cadenas 13 son codificadas. por los genes 

0Rf31. 
.•'. 

HLA-DQ ~-r~S~~!ª.· ·~n polimorfismo acentuado en ambas cadenas. hay dos genes 

r:x y hasta tres. p, sÓrc/DQa1 y DQp1 son funcionales y sus productos se denominan DO. 

0Qa2, DQp2 ·y· 00113 son pseudogenes. HLA-DP presenta fas mismas caracterlsticas 

'º 



en sus cadenas a excepción de la cadena alfa que presenta cierta variabilidad 

(Serjeantson, 1989). 

Otros genes de fa región clase 11. que son estructuralmente -distintos ·de las 

moléculas MHC, codifican Polipéptldos · que colaboran en ·e1 ·. p_rocesas:niento de . . .. .. 

antfgenOs: Entre estos se encuentran los genes TAP1 y TAP2,'· qu.~ ·.codifican 

transportadores de péptidos, ~-y LMP2 - y LMP7. que codifican."' cómi)~~e~tes --·del 

proteosoma. o proteasas multicataliticas . del citosol. Estas moléculas." son: esenciales 
""::- '_.-' 

para la generación y transporte de péptidos que se unirán eventualínerlte a las 

moléculas clase 1 en el lri.te~i~r del retlculo endoplásmico (RE) (Neeljes,·1993).' 

Se loca1iza"~~~~p~fr1C~~8tmente en Ja superficie de célul~s-· inm~rl~c~mpetentes, 
linfocitos B, macrófagos, .· monocitos, linfocitos T activados. células epiteliales y 

cualquier célui.:.·'qu~ ... cÍ·~~ 'com~ presentadora de antlgeno (Mach, 1986) (Figura 1). 
·--: . , ... ·-r... . , . -

: ->-' .. ~<; -_.:.:: 
'-·· 

MOLÉCULAii"'oif c(A'i'i: 111.: La reglón HLA clase 111 está locaHzada entre las regiones 
'.. ·~,¡1;. ~· .~. ~~;, .. ·:-.,: 

clase 1 (HLAésj y'c:!as~)1:(HLA-DR). abarca 1000 kb de DNA. La, región clase 111 contiene 

una . cole~~¡~,;:~~·:_h;;;t~;~·~·én~~ de genes codificando componen"Í~s del sistema del 
' .. ' •.:.~ . . ' -

complemerii;,:(c2_,'c:;4 ·y: factor B). genes de la 21-hidroxilasa, 'tres genes HSP 70, dos 
• ' . ,, ,i- .• ..-

genes. TNf'.;· y' un grupo de genes también llamado BAT. y G; Los genes de clase 111 . . 

prese~tan .. U·r:-i grado moderado de variabilidad genética y se encuentra definido como un 

segmento cromosomal completo (Trowsdale. 1991). 

Análisis electroforéticos han demostrado que C2, C4A y C48 y el factor B (Bf) 

son pollmórflcos y debido a su marcado desequilibrio de enlace, las combinaciones 
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especificas de los alelos C2, C4 y Bf son heredadas como unidades genéticas simples 

que se conocen como cornplotipos (Trowsdale, 1991). 

Cadena u Cadena jl-:!M Cadena u 

Clase 1 

Dom1n1o 

Cadena JI 

Clase 11 

Transn1embranal 
-----lntracitoplasmática 

Figura 1. Estructura de las moléculas clase 1y11 (Trueco, M •• 1992). 
Abreviaturas: a: 1,2,3 =cadenas aira de la molécula HLA clase 1; J12-m = beta 2 
mlcroglobullna; u 1,2 y p 1,2 =cadenas alfa y beta do la molécula HLA clase 11. 
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ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS MOLÉCULAS CLASE 1 Y CLASE 11 

Mediante estudios cristalográficos analizando las estructuras HLA-A2 y HLA

DR 1. se ha logrado definir la estructura tridimensional de las moléculas HLA clase 1 y 

HLA clase 11. Ambas moléculas presentan ciertas :similitud~s: -sin embargo. ras 
_-- ~ - .: o . ~::-':--. ·- ::. '. : _: 

moléculas clase 11 unen péptidos mayores de~24 .. "reslduOs' debido a la variación que 
_. - ... -- :-, , __ ·-·-; 

muestran en el extremo carboxilo terminal (B'eil, ·1999 .Y _Mo~aco.'" 1992). 

CLASE/: 
-:r!'>.-:.;~:rC"-:·

··o·. J~}· -';:.:·,. 
La estructura cristalográfica de la moléC~~a: c.e··ci'á".Se Í.- ha permitido determinar 

".'- ':.;-... ···. :.·:::· . ··< 
que Jos dominios alfa 1 y alfa 2 forman _un,si·ti~~d~_-U,;ió~·-Para péptidos pequenos. Este 

sitio de unión está conformado por una··~oj~i.b~t~'.pl~-Qad~··unida a dos alfa hélices, una 
- ' . ;~ 

para alfa 1 y otra para alfa 2. El sitio_.dé ... L'.i·,:;'¡6~-.-d~J péptido está constituido por ocho 

láminas beta-plegadas que, junto cc,~·.·ll;'s~:do,'.;,inios alfa 3 y beta 2-microglobuiina (que 

se encuentra ligada al dominio alfa a·pe~o.ta;,bién se encuentra ligada con Ja hoja beta 

plegada de la región alfa 1-alfa 2 del sitio de unión del péptido) integran la estructura 

que brinda un sitio suficiente p'ara acomodar péptidos pequerios de 8 a 10 a.a (Figura 

2) (Fields, 1996). 

CLASE// 

La estructura tridimenSional de los antigenos de histocompatibilidad HLA clase 11 

es muy similar a la descrita para las moléculas HLA clase l. 

La estructura '·-de HLA clase 11 permite observar que los dominios que se 

encuentran en· la parte más externa de las cadenas alfa 1 y beta se pliegan para 

formar una hendidura en Ja cual se instala el péptido antigénico. Estos dominios 



muestran un polimorfismo n1uy elevado que genera residuos localizados en una región 

hipervariable muy discreta (Bell, 1989). 

a) 

b) 

FIGURA 2. Estructura tridimensional de las rnoléculas HLA clase 1 (Stites, 1993). 
a) Cristalografla de las nloléculas HLA clase 1 Los clon11mos " 1 y" 2 son las alfa héhces que rodean el 
piso de la estructura I\ plegada. que conforrnan el nicho o surco donde se une el pépt1do Ahi radica todo 
el pohmorfismo de los antigenos clase 1 b) El nicho visto desde amba acepta pépt1dos pequel"los 
(bc.lsicamente de naturaleza endógena) en forma de espiral y de1an 3 a a que sobresalen para que el 
receptor de células T (TCR) se una a ellas confmendo la espec1f1c1dad al reconocimiento de linfocitos T. 
Dibujo modificado de Slltes. 1993 
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Al comparar ambas estructuras (clase 1 y clase 11). se observa que los dominios 

alfa de clase 11 em.palman cercanamente con los dominios· alfa 1 correspondientes y la 

subunidad beta 2.:.mlcroglobulina. El dominio beta 2 es _relativamente equiparable al 

dominio alfa 3 (Brown, 1993). 

El sitio de ur:iión del péptido en ambas 1noléculas está formado por ocho bandas 

de - una hoja beta-plegada anti paralela que semeja un piso y dos reglones en hélice 

antiparalelas a los lados. Las diferencias en la porción de la hélice determinan el por 

qué las moléculas clase 11 unen péptidos grandes (15-24 residuos) y las moléculas 

clase 1 unen péptidos nonaméricos pequeños (Fields, 1996) (Figura 3). 

Figura 3. Estructura trldlmenslonal de las moléculas HLA clase 11(Stltes,1993). 
El nicho de las moléculas de clase 11 es más flexible y acepta péptidos (principalmente exógenos) de 12 
a.a. a 22 a.a. Hay mas a.a. que pueden contactar al TCR y el péptido se acomoda de forma extendida. 
Abreviaturas: a.a. =aminoácidos; TCR= Receptor de Células T. 
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ORGANIZACIÓN GENÉTICA 

El MHC es una región del genoma humano de alrededor de 4000 kb que se 

encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (Figura 4) y que esta 

constituido. al menos. por el siguiente grupo de genes: A. B. C. DR. OP, 00, C2, C4, 

t=B (Trowsdale, 1991) (Cuadro 1 J Klein propone una· clasificación basándose en la 

estructura. distribución y función: de tal forma que se clasifican en los siguientes grupos 

de genes: 

Cuadro 1. Grupos de genes que constituyen el MHC 

CLASE GENES 

A a et Clas1cos) 

E F G ti 1 1 No ClilS•COs) 

11-----·--------¡¡--·-------··· OP no OH 1 Func•on .. ies 1 

Or.tA Dr.1H DN~'\ DO ( No hmc10na1es 1 

11----------,"·--------~ ---------7c;~ "'c.~,_,o--cce<4T.B-c,<',-7.,,-------ll 

La región genética de clase 1 es una región compleja con genes que codifican 

para la cadena pesada. altamente polin1órfica. de los antígenos HLA clase l. ésta ha 

sido estudiada detalladamente y ha sido posible descubrir tres nuevas clases de genes 

que codifican para una cadena pesada de los antígenos HLA clase 1 diferente a la que 

ocupan los genes llamados .. clásicos" (HLA-A. -B y -C). Estos genes denominados "no 

clásicos" se han clasificado como HLA-E. -F y -G. de los cuales se desconoce su 

función. Del mismo modo se ha determinado la existencia de pseudogenes (genes que 

no expresan productos proteínicos) entre los que se encuentran HLA-H. -1 y -J (Arnaiz-

Villena, 1993; Monaco. 1992 y Parham. 19!l8). 

'" 



La región gené~ica de clase 11 contiene una gran variedad de genes localizados 

en una regióÍ'l de aproximadamente 6 millones de pares de bases dentro del 

cromosoma ~.-6 -'«S:muh> ·1-994). Esta región ha sido subdividida en tres subregiones 

de.signa~~~ ~~.'!1º ·p~'/j~o y DP en la que cada una de ellas codifica para, al menos. un 

grupo de.- cac:t~nas ·funcionales alfa y beta. Las reglones principales han sido llamadas 

regiones funcionales (Arnalz-Villena, 1993 y Schwartz, 1988). 

Sin e~bargo~ no todos los genes alfa y beta expresan productos funcionales. Las 

subregiones DR y DP contienen pseudogenes no funcionales y la región DO, contiene 

genes que no son pseudogenes pero no se expresan (Arnaiz-Villena, 1993 y 

Serjeantson, 1989). 

Subr.Ción DP 

Figura 4. Complejo Principal de Histocompatibilldad en Humanos (Trueco, 1992). 
Abreviaturas: 21-0H= 21-Hidroxilasa, C4 y C2= Complemento 4 y 2. TNF= Factor de Necrosis Tumoral, 
DP. DO y DR= Genes HLA clase 11; A, B. e= Genes HLA clase l. 
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HERENCIA 

Como especie huniana contamos con 46 cromosomas en cada célula somática 

(22 pares autosómicos y un par sexual), que confieren caracteristicas diploides de los 

cuales 23 cromoson,as pertenecen a la madre y 23 cromosomas al padre. Los genes 

se encuentran en lugares especificas del cromosoma (locus). encontrándose su 

hon16logo en el otro cromoson,a que forn1a el par con la existencia de variantes 

alélicas. Cuando un individuo presenta alelos homólogos idénticos tendrá 

caracterlsticas homocigotas. pero si éstos son diferentes será heterocigoto dominante 

(un gene domina a otro) o codominante (arnbos se expresan) (Winchester, 1986: 

Sturtevant. 1962 y Mettler. 1979). 

Por her-encia mendeliana. un individuo hereda 2 haplotipos HLA (Stites,1993 y 

Winchester, 1986), siendo todos sus genes muy próxin1os y ligados entre si, 

polimórficos y codo111inantes: así dentro de una familia. donde el padre presenta los 

haplotipos a y b . y la n1adre los haplotipos e y d. se espera que las asociaciones de 

haplotipos para 4 de sus hijos sean las siguientes: ac. ad, be, bd. De tal forma que la 

presencia de otro hijo con la combinación ac nos indicarla que existe un 25°/o de 

probabilidad. para que dos hermanos compartan los mismos haplotipos. 50º/o ·de 

compartir un haplotipo y 25º/o de i11co111patibilidad en sus antigenos HLA. De tal forma, 

que el sistema HLA se hereda en bloque, en forma codominante y siguiendo las leyes 

de segregación 1nendeliana (Figura 5). 

IK 



ac 

ab 
A1BBCw1 DR2001 
A3844Cw6DR7DC2 

ad be 

cd 
A10827Cw4DR9003 
A74B7Cw1DOR4DQ4 

ac 
At118Cw1DR20Qt 

A10021C-DR90Q:J 
A188Cw1DR4'0Qt 

A7•R7Cwt00R4DO• 
A39'•C-DR7D02 
A10027Cw<IDR9003 .... ~:,:;~c~g.!~~3 

Figura 5. Herencia de haplotlpos HLA (Stites, 1993). 
Los padres con cuatro haplolipos diferentes (2 cada uno) tienen hijos con cuatro 
combinaciones posibles con una probabilidad de compatibilidad total o 
incompatibilidad total del 25% y 50% de compatibilidad parcial entre hermanos. 
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RECOMBINACIÓN 

Desde el punto de vista evolutivo. la recombinación de genes ligados es un 

proceso de gran importancia ya que de esto depende la continuidad de la existencia de 

cualquier población natural de una especie (Stites.1993; Sturtevant. 1962; Mettler. 1979 

y Winchester. 1986). 

Durante la meiosis, los cromosomas homólogos se aparean ari~~s de ·reducirse 

de 46 cromosomas a 23 cromosomas, dando lugar a la ~ec~·;,,bin-~ción al 

intercambiarse tas regiones hon1ó1ogas apareadas: trayendo como ca·nsecuenciB el 

origen de una nueva unión, de esta manera. la frecuencia de recombinación 'entre dos 

loci,· es proporcional a la distancia que los separa. segregándose como uiiidad los más 

próximos y en forma independiente los alejados. En casi todos los casos, la alineación 

es pe.r:fecta debido a que la atracción entre cromosomas homólogos es de gene a gene 

(Winchester, 1986; Sturtevant. 1962 y Mettler. 1979) (Figura 6). 

Cada /oci del sistema HLA codifica para un gran número de alelos. Los cinco loci 

(A. B. C, D y DR). cada uno diplo1de. poseen 10 genes (2 x 5) para antígenos del 

sistema HLA. Dependiendo si el individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o 

más antígenos, un mfnimo de cinco y un máximo de diez antigenos diferentes pueden 

ser demostrados en este fenotipo; estos antigenos se heredan de manera codominante 

y como consecuencia de su cercania al loci HLA del cromosoma se heredan 

juntamente, es decir como una unidad. Se cree que esta recombinación se da con una 

frecuencia del 0.2°/o entre By C. 0.7 º/o entre A y C y 1°/o entre By D (Stites.1993). 
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Entrccruznn1iento 

Figura 6. Entrecruzamiento do dos cromosomas (Winchester. 1986). 
Entrecruzamiento: (1) Dos cromosomas homólogos antes de la meiosis. (2) Cada cromosoma 
se vuelve doble, formando dos cromátidas. (3) Una cromátida de cada cromosoma intercambia 
una porción con una cromátida homóloga del otro cromosoma; esto es el entrecruzamiento. (4) 
Los dos cromosomas se separan en la anafase de la primera división de la meiosis. (5) Un 
aótido y tres cuerpos polares. Dos son portadores de cromosomas cruzados y dos no. 
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DESEQUILIBRIO DE ENLACE 

El desequilibrio de enlace nos indica la aparición de dos antigenos sobre el 

mismo haplotipo siendo mas frecuente de lo que se espera al multiplicar sus 

frecuencias individuales (Winchester. 1986: Sturtevant. 1962 y Mettler. 1979). 

El desequilibrio de enlace se encuentra al detenninar los antlgenos HLA de una. 

población. señala sus orígenes y migraciones. así como las relaciones con la expresión 

de algunas enfermedades (Lisker. 1981) 

Se han postulado hipótesis para explicar el desequilibrio de enlace y entre ellas 

se encuentran las siguientes (Lisker. 1981 ): 

1. Migración o rnezcla de poblaciones 

2. Selectividad 

3 Consanguinidad 

4. Derivación al azar. 

POLIMORFISMO 

Una de las caracterfsticas más importantes del sistema HLA es que posee el 

polimorfismo más grande que se conoce en mamiferos (Erlich. 1991). El polimoñismo 

indica la presencia de un número elevado de variaciones denominados alelos dentro de 

un mismo locus. Este polimorfismo implica en las moléculas HLA. a semejanza de los 

anticuerpos. la existencia de porciones constantes y porciones variables: dentro de su 

estructura las primeras nos darán las características del loci al que pertenecen y las 



segundas serán las caracteristicas del alelo (Klein, 1987). La porción variable contiene 

el repertorio de especificidades, es decir, de péptidos que puede presentar para 

desencadenar una respuesta inmunológica, por tanto es lógico pensar que algunos 

alelos correlacionan con ciertas enfermedades, unas con caracteristicas autoiÍimunes .. Y 
otras de predisposición a infecciones (Rudert, 1gg2; Schwartz, 1g55 y Thorsby, 1s5g¡; 

afectando de esta manera, la cantidad y calidad de ta protección inmunológica (~lein, 

1g57¡_ 

Las moléculas. de clase 1 y clase 11 que forman parte del sistema. HLA son 

extremadamente polimóñicas (Mach, 1986). Su variación alélica genera un gran 

número de especificidades (67 para HLA-A, 14g para HLA-B, 3g para HLA-C y más de 

314 para los loci DR, DP y DQ) (Stites,1gg3; Olerup, 1gg5 y Parham, 1gg5¡_ Estas 

especificidades han sido confirmadas por medio de aloantisueros, anticuerpos 

monoclonales, cultivo mixto de linfocitos (MLC), análisis bioqulmicos y por técnicas 

moleculares basadas particularmente en técnicas con reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) (Bell, 1g5g¡_ En el cuadro 2 se observa la lista de especificidades 

HLA reconocidas internacionalmente en el taller efectuado en 1996. 

NOMENCLATURA 

La nomenclatura del sistema HLA fue establecida por el Comité de 

Nomenclatura de la Organización Mundial de la Salud (OMS). La región HLA se 

encuentra conformada de los loci HLA-A,-B,-C (clase 1). HLA-DR, -DP y -DO (clase 11) y 

TNF alfa y beta, C4A, C4B, CYP 21, Bf (clase 111) (Festenstein, 1g81; Parham, 1ggo y 
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Stewart, 1993). Se reconocieron primeramente los loci HLA-A y B ,que se encuentran 

numerados en forma coordinada del 1 al 77, y posteriormente el /ocus C. En el.locus B 

y en el locus DR. la designación Bw4, Bw6, DRws2- y _DRw53, conocidos como 

antlgenos públicos. se en1plean para describir una serie de epitopos dialélicos 

asociados con los alelos de los locas mencionados (Cuadro 3). La mayorfa de los 

antlgenos de los /oci A. B. C. DR. DP y DO se reconocen como antfgenos paternos 

(Stites.1993), estos antigenos son usualmente designados en paréntesis después del 

antlgeno del hijo. Por ejemplo; A23(9) y A24(9) son ambos divisiones originales del 

antfgeno paterno A9 (Cuadro 4). Cuando un antigeno no ha podido ser definido 

óptimamente por carecer de reactivos especificas el número del antlge~o es precedido 

por fa letra w que indica que requiere de clasificación. AJ contar con los reactivos 

necesarios la w se elimina (Trowsdale. 1991). 

Las especificidades del locus e se encuentran bieíi · defi'ri~daá.· ~fn:.;,.rribá-ígo; las . 
• • • : o ',~.· ':".",.•e<".'."•-.. . : ¡.- • • ·.·,- • V 

especificidades siguen marcándose con 'ª letra w. <?~1.:F¡;,2.c..;:3~\.,htre airas .• >:, para 

no confundirse con los componentes del compÍ~m~~t~}~-~~;i'~{'.~7~~~!~~[~;; 61áse · 1i1 

(C2,C:~~~o:::a::~;::t~·al polimorfismo y siendo estos'/Li tan 'poli~órfic;,s sé h.an 
'.' ." ._,. '- - . 

encontrado microvariantes y subtipos de antl9enos 6. alela·S por riiedio d.el r~ngo de la 

variación de secuencias de aminoácidos. La nomenclatura de estas microvariantes se 

deriva de la estándar del anlfgeno original. Ejemplo: los microvariantes para HLA-827 

son designadas 9•2701, 9•2706 (Benjamín, 1990). El asterisco indica que los alelos 

han sido definidos únicamente por el nivel de aminoácidos o nucleótidos. El sistema 

numérico de los microvariantes establece como "01" a el microvariante más frecuente. 



Con_ ayuda de la biologia molecular_ se han encontrado 8 pseudogenes, 15 

secuencias no representativas y 4 genes abreviados, 3 genes restantes actúan como 

moléculas clase 1 y han sido designadas HLA-E,-F y -G (Lew, 1992; Chia, 1994 y Du, 

1993). 

Cuadro 2. Especificidades HLA reconocidas internacionalmente 1996 
(Pel-Freez, 1996). 

LOCUSA LOCUS B LOCUSC LOCUS O LOCUS DR LOCUS OQ LOCUS OP 

A• 65 B5' ( 2) Cw' º' OR• ºº' OP' 
A2 67 8521 5) Cw2 OR2 002 OP2 

BB 653 03 OR3 003 OP3 

A9 812 854 ( 22) Cw4 04 OR4 004 OP4 

A•O 6>3 055 ( 22) Cw5 D5 005( 1) OP5 

A" B'4 B56 1 22 1 CwS 006( 1) OPS 

A•9 6'5 B57 ( 17 l Cw7 007( 3) 

A23 t 9 1 0•s B58 ( 17 l 08 ORB 008(3) 

A24 t 9 1 Cw9(w3) 09 OR9 009(3) 

A25~ 10) B'8 860 1 40) Cw10(w3) DR10 

A2G ! 10 1 861 ( 40} 011 ( 7) OR11 ( 5 J 

~ l327 862 1 15 J 0'2 DH:12 ( 5 1 

A29 ! 19 1 BJ> 863 ( 15) 0Rw13 1wG1 

A301 19) 837 864 ( 14) OR14 C6 1 

A31 t 191 836 ( 16) 865 ( 14) 0•5 OR1512) 

A32 ( 19) 639 ( 16 1 O•S OR16 ( 2 J 

A33 C 19 l 017 ( 7 1 DR17 ( 3) 

A34 t 10 1 811 ( 7('1) 018(6} DR18 ( 31 

A36 872 ( 70) 019 ( 6} 

A43 644 ( 12) 673 020 

A661 10) 845 ( 12) B75 t 15 1 

A6B l 28 1 646 876 ( 15) 022 OR53 

A69 t 26 l B47 677 ( 15) 023 

A74t191 648 678 024 

ABO 649 ( 21 l ªª' 025 

eso 1 21 > B4 

66 
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Cuadro 3. Antígenos Públicos HLA Clase 1yClase11 (Stites, 1993). 

Especificidades Publicas Asociaciones 

85. 813. 817. 838(16). 844(12). 847, 849(21), 

Bw4 851(5). 85102. 85103. 852(5). 853. 857(17). 

858{17) 859. 863(15). 877(15) 

87. 8703. 88. 814. 818. 822. 835. 839(16). 83901, 

83902, 840. 84005. 841. 842. 845(12). 846 846, 

Bw6 850(21). 854(22). 855(22). 856(22). 860(40). 

ss1c40>. BG2<1s1. B64BT4J. sssn4>. ss1. 010. 

871(70). 872(70). 873. 875(15). 876(15). 87801 

DR51 DR2. DR15(2). DRT6(2) 

DR52 OR3. DRS. DR6. DRT 1(5). DR12(5). DR13(6), 

DR14(6). DR1403. DR1404. DR17(3). DR18(3) 

DR53 OR4, DR7, DR9 

En el locus B y en el locus DR. la designación Bw4, Bw6. DR52 y DR53, conocidos como 
antlgenos públicos, se emplean para descnb1r una serre de ep1topos d1alélicos asociados con los alelos de 
los locus mencionados 



Cuadro 4. Especificidades originales y antígenos asociados del sistema HLA 
(Stites, 1993). 

Es1H!'Cif"icid11dc:o; llivlsioncs orlginnles y Antfgenos Especlficld11des Divisiones orlglnnlH y Antfgcno!li 

orl~innlcs mmchuJos orli;:hmles asochuJns 

A2 A203. J\2 IO 022 B!'i·I. 1155. 115<' 

J\9 J\23. J\24. J\2403 1140 BMI. Ul• I 

A 1 O A2$. /\2<•. J\34. A<•t• 1110 n11. nn 

J\19 A2lJ. ,\JU. A.JI. Al2. J\33. A74 

J\:?8 i\6H. J\(19 Dltl llf{I0.1 

U!'i B.!'il. U52 OH.2 fJl{IS. l>l{lh 

117 B70.l oro 1J101. rnos 

1\12 B44. B-l!'i l>H.S URl l. IJH 12 

1114 1u .. 1. H6!'i llH.6 IJl(IJ. l>ltl·l. lll{H0.1. l>l{lol04 

n 1.!'i B<>2. n<.J. 1175. n76. B77 llQI l>(J!'i. ll<Jh 

BJ6 IOH. IB'I. llJ•JOI. 113902 l>Q.l l>V7. IJlJK. T><J'I 

1117 B.57. U.!'iK ll\\í> I>\\ 18, J)\\ llJ 

1121 B.J•J. B!'iO. IHOOS llw7 IJ,,11. ll,,17 

La mayorfa de los antrgenos de los loct A. B. e, DR. DP y DO se reconocen como anUgenos 
paternos. estos antlgenos son usualmente designados en parénlesis después del antlgeno del hijo. Por 
ejemple: A23(9) y A24(9) son ambos variaciones del antlgeno paterno A9. 
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FUNCIÓN BIOLÓGICA 

La principal función de las moléculas del MHC (unión y Presentación de 

péptidos) se encuentran .intimamente ligadas con su estructura (Parh~m-, 1.988)-~ T~nto 

para las moléculas clase 1 y clase 11 es n1uy impof"!ante m.ai:i_t~ne~_ .. ·_u~ª--~~fo'.Stfuctura 

tridimensional e'stable para poder llevar a cabo el transporte intraceÍul_éi_,(~ ~~··supeñicie 

de la célula (Monaco,,1992). 

Los genes del MHC codifican para la expresión de __ glicopra.tefnas que son 

importantes en diversos aspectos de la regulación de la respt..i-áS:ia ,'¡'1"1une ya sea 

produciendo anticuerpos, produciendo varias clases de linfo~;to~>:~:·.~'--~~ potenciando 

ciertas respuestas inmunológicas (Parham, 1990). Pueden Servi~:corTIO subS:tratos para 

la eliminación de patógenos o como marcadores para identifié:ar··geryes relevantes en la 

patogénesis de enfermedades (Kersh. 1996). 

La función biológica de las moléculas del MHC es Ja -de presentar péptidos 

antigénicos para activar a los linfocitos T (Brodsky. 1991). Las células T tienen 

expresión clonal y el receptor de la célula T (TCR) solamente interactúa con péptidos 

cortos que están ligados a las moléculas de clase 1 o clase 11 del MHC. Dichos 

fragmentos son producidos por degradación intracelular o procesamiento de bacterias, 

virus o protefnas extrañas. El HLA con el péptido unido presenta el antigeno al TCR de 

la célula T. Los linfocitos T que reconocen moléculas de clase 1 pertenecen a la 

subpoblación cilotóxica/supresora (CDB). Estas moléculas presentan péptidos · 

intracelulares (endógenos) y la citotoxicidad sólo se observa en células que presentan 

el marcador CDS; estas células constituyen la principal defensa contra este tipo de 



patógenos (Satter. 1990). Al fenómeno anterior se le denomina restricción genética de 

la citotoxicidad o fenómeno de Zinkernagel-Do.herty (Zinkernagel, 1996) (Figura 7). 

Las moléculas HLA ~clase IL tienen la funci~n de_ p~esentar péptidos .de origen 

exógeno a los rec~~~t~~e~ ·:::~~.--; l~-~-~~;6i~~~·-~ T coopE:radores (CD4) que reconocen al 

antlgeno extrano y asl p-~~ducir 1~· .. re~~ue~·ta ir1múnológica (Brodsky, 1991 y Neefjes, 

1993) (Figura 8). 

M•ll•• 
fl "'U•c•lul•r 

l"cruJ" 
•n1111cn•"" 

""'"" 

'\IV\.-········~.--..,,,. 

~..flrcr11<1 ... 

V 

001111 • + 1=1~~~:·_;·:~ ...... . 
rc••d• 
r I••• 1 

Figura 7. Función biológica de las moléculas HLA clase 1 (Neefjes, 1993). 
Los péplidos derivados de las protefnas c1toplasmáticas (anllgenos endógenos. antfgenos virales y 
tumorales} son presentados por las moléculas clase l. El anllgeno es degradado en el citoplasma a 
pépt1dos de diferentes tamanos por acción de dos proteosomas de bajo peso molecular (LMP-2 y 
LMP-7). Posteriormente. los péptidos son transportados hacia el interior del retlculo endoplásmico 
por las protelnas TAP-1 y TAP-2 para unirse a las moléculas clase 1 El péptido unido a la abertura 
permite una mayor contribución para el ensamble y estabilidad de los antlgenos clase 1 que viajan 
para alcanzar la superficie celular y presentar el péptido al receptor de células T (TCR) en la célula 
T. 
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Figura 8. Función biológica de las moleculas HLA clase 11 (Neefjes, 1993). 
Los dimeros uJ\ clase 11 se forman dentro de ra célula y se asocian con el retlculo endoplásmico con 
una tercera ghcoproteina. la cadena invariante (11). hasta que éste alcanza un compartimiento 
endocibco Aqul. ba¡o un pH ac1do. el dlmero se d1soc1a de la cadena h y se asocia con un péptldo 
ex6geno (derivado de protelnas extracelulares e insertadas en la membrana) y son. después, 
transportada a la superf1c1e celular El TCR de las células Th pueden ahora asociarse con los 
pépt1dos e inducir la respuesta inmunol691ca Abreviaturas TCR=Receptor de Células T. Th=Células 
T cooperadoras 
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ASOCIACIÓN HLA - ENFERMEDAD 

El descubrimiento de asociaciones entre ciertas enfermedades y el MHC e"s ·uno 

de los· avances más importantes de la última década ya que se cuenta con :·una· base 

para poder determinar y comprender las causas y la patogénesis. de enfermedades 

diflciles de entender (Trowsdale, 1994) (Cuadro 5). 

Actualmente, la tipificación por métodos moleculares. h~~··Pe~~it1d:~·.'.~·~·lá._de_fi~iCi6n 

más precisa de la naturaleza de HLA y su asociación c~·n ·'ª enf~r·M~~~'~(r~.::·~j~·,,.ha 
conducido a una revaloración en prácticamente todás las pataiógfas!iel1 el'ca"o de. 

alteracio~es como la enfermedad de Hodgkin, en poblac;¿;, ~Jr~~·~~).ff; ;~' .:)~~;.,...;ádo 
que una asociación con DPP,1*0301 representa u"rl rie'SQO~íerátiVo·.de'.2·:~ie~traSi~.que·:·en .' 

•• -··,-· -•• _,. : • •• >.- ,:·_,.;•::.--.-(''.,·'·-'· ::;· ,_. ·¡ -~··? -

japoneses y otros orientales, DPf11•0401 se 'en;,úE.iitraºdismi;:;~ich:> '('6hi~;:r1e94; Du~ 
-- .,._, -·~:··~r\:·· .. ~ 

1993; Gyllensten, 1991 y Rudert, 1992). ,.,; 

Antes de considerar el mecanisn1o ~~~e~~~~~~~'.~(~· .. P~~-ª-~-la aSoci~~fó·~---de·· la 

enfermedad en un individuo se deben toma~ ~n :6{.';e~f~ ·las enfermedades catalogadas 

como autoinmunes (slndrome de Goodpasture, diab.etes. entre otros) (Trueco. 1992 y 

Tuomiletho. 1993); enfermedades mediadas por complejos inmunes (lupus eritematoso 

sistémico) y enfermedades no Inmunes (narcolepsla) (Benjamin, 1990 y Kuntz, 1989). 

Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar estas asociaciones 

están: 

1. Efectos de los genes Ir (genes de respuesta inmune) y genes Is 

(lnmunosupresores).- Los genes Ir e Is proveen un mecanismo muy atractivo para 

explicar muchas de las enfermedades ligadas a HLA. ya que los genes Ir confieren la 
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capacidad de responder y montar una eficiente respuesta celular inmune contra los 

antigenos de micobacterias. mientras que los genes Is pueden dejar al huésped en 

desventaja cuando se confrontan con la infección. La susceptibilidad a 

enfermedades autoinniunes puede ser debida al efecto de tos genes Ir con una 

secuencia de aminoácidos de un alelo especifico a una del loci clase 11 ó a 

variaciones polimórficas afectando la regulación de los genes HLA clase 11 (Kuntz, 

1989). En lo que respecta a los genes Is. las posibles explicaciones por las que no 

hay respuesta contra el patógeno (en este caso micobacterias) pueden ser: a) la 

presencia de células T reactivas en estado de anergia posiblemente causada por 

bloqueadores del TCR. deficiencia en la producción de IL-2 o anormalidades en la 

expresión del receptar de IL-2; b) Células T reactivas suprimidas debido a la 

acumulación de moléculas inhibidoras de Mycobacterium (PGL-1, LAM o Manósido). 

e) Las células Th1 reactivas de Mycabacterium pueden fallar para desarrollarse, 

favoreciendo la teoria de la supresión clona!. d) Supresión mediada por células .. T qU8 

involucra anormalidades genéticas en el TCR y las genes MHC. 

Entre los mecanismos que podrian explicar la supresión se encuentra e1 paPei.de 

las citocinas (IFN-y o IL-2), la resistencia innata de los macrófagos .d~~·~d~:::~~~·~;·muy 
eficiente capacidad bacterioestática o que la supresión es .debid:~ ,~·;·¡·~~- gen!3s DO, 

' ,: '.'· '. t;-' .~. : . ... 

probablemente por asociación con ciertos péptidos especi~lc.o~:·i:~" ;::~~~-i~io~es 

relevantes del hueco DO 1 y la exposición de ciertos residu.os ~Ü~ · í~~~~·~:ran.::~orl. el 

TCR en las células Th2 (Gorodezky, 1993). 
. . 

2. Anormalidades en el receptor de células T (TCR) .. - L:a naturaléZa¡del ,TCR en la 

respuesta inmune a antigenos extraños en humanos n·o '_ha sido·· eXplorada 



ampliamente. Algunos datos muestran alteraciones en enfermedades autoinmunes 

como la esclerosis mú,IÚple: la 'artritis reumatoide. el sfndrome ·de Sjoegren y la 

diabetes mellitus ins.ulino dependiente (DMID). Se ha· sugerido que las células T 

autorreactivas .que P.ueden ~econocer antlgenos propios en el timo. Con _una afinidad 

muy elevada son eliminadas en un evento de. selección. primaria conocido como 

selección negativa. Estas células no maduran y sobreviene la muerte programada 

(apoptosis). Las células T no son eliminadas pero aquellos TCRs que mantienen la 

habilidad de interactuar con antlgenos propios del HLA. son seleccionados 

positivamente para diferenciarse y madurar. Ambas selei::ciones, debido a su 

dependencia en el reconocimiento especifico de HLA, son factores· claves en la 

generación de especificidades de TCR autorreactivos contribuyend~. a ,r~ enfer~.edad 

autoinmune (Trowsdale, 1994 y Lechler, 1994). 
- . ,. ;._·, 

3. Mimetismo molecular.- Explica la susceptibilidad mediant0::~~e~·c;~ió~~s··_cruzadas 

entre antigenos de microorganismos infecciosos y autoanu9er10t:/C'On.:ITI.OlécUIS.s del 

sistema HLA. Esta hipótesis está sostenida por la observaci6'1".é:le~ úriEí· hOmologla de 

los aminoácidos consecutivos entre la molécula 827 y I~~: -~~~;~~·~~ .:188-193 de la 
. . ·_, -:.<:~; ' . 

nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae en la esPOrídilitiS~.-_~-a-nquiloSante, otras 
... '. -

enfermedades que pueden incluirse dentro de este mecanismo son .Ja enfermedad 

de Chagas; · fiebre . reumática, SIDA, protelnas de choque térmico, entre otras 

(Benjamin, 1990 y Lahesmaa, 1993). 

4. Moléculas MHC e/ase I y 11 como receptores de virus.- El mecanismo por el cual 

una gr'a~·.' mayorfa de virus entran a las células involucra el ataque a las 

glicop.roteinas de superficie celular, seguidas por la fusión de sus membranas con 
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las membranas plasmáticas celulares ya sea en la supeñicie celular o después de la 

endocitosis. Tales proteinas celulares receptoras deben tener glicoproteinas que 

reciclan o las cuales sobrellevan la endocitosis después de la unión cruzada inducida 

por el virus. Los genes HLA se ajustan a este criterio. Algunas de las moléculas que 

se conocen y que están involucradas en la penetración viral dentro de las células son 

receptores C3d para el virus Epsteln-Barr y las moléculas CD4 para el HIV-1 

(lechler. 1994). 

Se han demostrado 3 virus que se adhieren especificamente a las moléculas del 

MHC humano. El virus Semliki-Forest y el adenovirus tipo 2 se unen a las moléculas 

clase 1 del MHC y el virus de Ja lactato deshidrogenasa se une a las moléculas clase 

11. Es posible que algunos virus penetren a las células por la formación de enlaces 

especificas a las moléculas de HLA. Esto pudiera crear la posibilidad de que algunos 

genes HLA confieran resistencia a virus particulares. Sin embargo, esto darla una 

ventaja muy importante a virus mutantes que escapen de la restricción alélica 

(lechler, 1994). 

5. Acción de los genes no HLA en el MHC.- Muchos genes están presentes en el 

MHC en adición a aquellos que codifican genes HLA. Algunos de estos han sido 

caracterizados e influyen genes que codifican proteinas muy importantes para el 

sistema inmunológico. Estos incluyen los genes en la región clase 111 que codifica a 

los componentes del complemento C2 y C4 y el factor B. los genes del factor de 

necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y ¡l) y los genes para las protelnas de choque 

térmico 70 (HSP-70). Recientemente se han identificado transportadores de péptidos 

(TAP) y unidades de proteosoma (lMP) en la región HLA clase 11. Se ha encontrado 



que el TNF-a y J\ y las HSP-70 intervienen en la respuesta inmune. Se ha 

argumentado que las .alelos de _C4- '"y ·c2, por sl mismos. predisponen a 

enfermedades ~utoin_mune~ ~o~o ~l..Lup-Üs Eri.tefñ~tos_o SiStémiCo (LES) y que estos 

efectos no son debidos a desequilibrios de enlace con otros genes 

inmunológicamente relevantes en:·el. cc;'mplejo HLA.·-.-~ln embargo. el complemento 

tiene un papel muy importante eñ el --procesamiéntO-- de complejos inmunes en la 

circulación sangulnea y en los tejidos. Parece ·ser que las deficiencias de 

complemento favorecen directamente el surgimiento de LES por la formación de 

complejos que se depositan en los tejidos y de esta manera inician la inflamación. 

resultando en Ja liberación secundaria de antigenos propios que estimulan la 

producción de autoanticuerpos. El TNF [l es uno de los factores solubles que pueden 

inducir o incrementar la expresión de genes del MHC clase 11 en algunas células. -Se 

ha establecido que existen fragmentos polimórficos de longitud variable (RFLP) en 

este locus y no se conoce si estos fragmentos codifican una región o una variación 

en la secuencia regulatoria los cuales podrlan ocasionar diferencias funcionales en fa 

Inducción del gene del TNF-P o en su eficiencia en inducir la expresión clase 11 en la 

respuesta inmunológica dada por las células T. la variación en los efectos del TNF 

podrfa ejercer una fuerte influencia en la autoinmunidad (narcolepsla asociada a 

DRw15) (Kuntz, 1989 y Lechler, 1994). 

6. Caracterlstlcas genéticas.- Algunas enfermedades tienen una forma recesiva de 

heredarse. Algunos de los genes involucrados son HLA-B y DR. (hemocromatosls 

idiopatica, SIDA asociado a HLA-835) (Scorza. 1986). 
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7. Presencia de estructuras vecinas.- Se han encontrado copias dobles de genes 

que codifican.cerca del HLA. Estos genes caen en desequilibrio y se manifieSta fa 

asociación con la enfermedad (21-hidroxilasa, hemocromatosis congénita: asOciada 

con HLA-A3) (Lechler, 1994). 

B. Asociación- con genes DR.- Esta asociación podria reflejar la infl~encia de los 

genes que operan a diferentes niveles interactuando en Ja determinaciÓ;,- d:e':cie;rÍ~S-· 

caracterfsticas clinicas de la enfermedad. Para la artritis reumatoide (ARta's·~'~¡á'dá a-.. ····.-. ' . 

los grupos serológicos HLA-DR4 y HLA-DR1 se ha creado la hipótesis de·'·q~.'3\ina 

tercera región de alta variabilidad (HVR) de los genes DRfl 1 ·0401. *0404,; ·0405 y 

DRfJ-01 es al menos. parte responsable para la susceptibilidad geriétiCa a AR. Un 

modelo hipotético del sitio de unión de las rnoléculas clase 11 indica que Jos residuos 

67 a 74 de la cadena I' son localizados en el propuesto sitio de unión. De esta 

manera, la expresión de una secuencia común asociada a AR podrfa permitir uno o 

más antrgenos propios para ser presentados a las células T cooperadoras (TCD4) 

iniciando una respuesta inmunológica que conlleve a la enfermedad (Jeannet. 1989; 

Kuntz. 1989 y Lechler, 1994). 
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Cuadro 5. Asociación HLA-Enfermedad (Juárez, 1990). 

ENFERMEDAD RAZA RIESGO RELATIVO ENFERMEDAD RAZA RIESGO RELATIVO 

Anrllls Roumatolde e 20 Esclerosis Multlplo 
827 e 39 B7 e '9 

Bw54 o 25 OR2 e 28 
OR4 o 28 Miastenla Grnvls 

OR4 54 BB e 
Anrltis Roumatoldo Nareolepsla 

.Juvenil OR2 o 358 1 
B27 e 39 DR2 e 129 8 

OR5 e 3.3 Enfermedad Cellaea 

Espondllitls Anqullosante B8 e 77 

B27 e 69.1 OR3 e 11.7 

827 o 207.9 DR7 o 7.7 

827 N 54.5 Pemflgus Vulgarls 

Uveltl11 Anterior A2G CJ 49 

Aguda 838 CJ 4.6 

B27 e 8.2 DR4 CJ 14.7 

Entermodad de Reilar Psorlasls Vulgarls 

827 e 37.1 B'3 e 4.1 

Diabetes Mellitus 817 e 53 

.Juvenil B37 e 40 

88 e 2.6 Cw6 e 7.5 

e•5 e 2.2 OR7 e 3.3 

OR3 e 2.4 B13 o 3.0 

OR4 e 3.7 B17 o 2.0 

Bw54 o 5.7 B37 o 80 

OR3 o 4.9 Cw6 o 85 

OR4 o 28 DR7 o 7.7 

B8 N 2.5 Dermalltls Herpetlformes 

B•5 N 2.2 BB e 9.9 

OR3 N 32 DR3 e 17.3 

OR4 8.7 Enfermedad de Behcet 

Enfermedad de Graves B5 e 3.8 

88 e 28 B5 o 48 

DR3 e 3.8 H•moerom•losl• ldlop'1111ic• 

835 e 4.4 A3 e 8.8 

Lupus Eritematoso 87 e 3.0 

Sistémico 8'4 e 2.8 

A8 e 28 Slndrome de Sj~gron 

OR3 e 2.7 B8 e 3.3 

Slndromo de Goodpasturo Ow3 e 5.8 

OR2 e 13.8 

RR=R1esgo relativo N•Negro 
C=Caueás1co .J•Judlo 
O=Oriental 
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TUBERCULOSIS 

DEFINICIÓN 

La Tuberculosis Pulmonar (TbP) eS · una enfermedad infecciosa generalizada, 

aunque el sitio de infección primaria so,n ~Os 'p~lmo_nes, puede transmitirse por diversas 

vias e infectar los huesos, el bazo. laS meíúiiges, los riñones y la piel (Bloom, 1994). 

La TbP es causada par Mycob~cterium tuberculosis y provoca lesiones 

inflamatorias, formación de tubérculos y ~ecrosis caseosa y que el organismo al tratar 

de lograr una defensa contra la agi-esión bacteriana, produce un granul~ma (Reichman, 

1993). 

La TbP es la más frecuente y' está· asociada a la Inhalación de los agentes 
. . . 

causales provenientes de sujetos i~fectád~s. quienes . por. lo ·general, las. ·,¡b-erán St 

ambiente a través de sus nume~~~o~ .. -·~c~~s:c:>s t~"sigeryos (~lopm. :1.~~~:;· ... ReÍ~:hm~n. 
1993). 

. EPIDEMIOLOG{A 

La tuberculosis es una enfermedad .en la que se encuentran Involucrados una 

gran cantidad de factores que la· favorec~~. el bacilo es sólo uno entre muchos más 

como el hacinamiento, desnutrición, ·infecciones concomitantes, inmunodeficiencia. 

entre otros. Ataca con mayor frecuencia al adulto joven en la época en que es más 

productivo (Reichman, 1993 y Olvera, 1994). 
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La OMS ha estimado recientemente que alrededor de 2000 millones de 

personas están infectadas con Mycobacterium .. tuberculosis y cada año 10 millones 

desarrollan tuberculosis en una forma reconoéi~~:y 3·~il~·~~e·~ mu~r~~ de'·~~to -~Bloom. 
. . ' - - .o;~ . - .. . 

1994 y Relchman, 1993). ·.:· .· · :;.: ' -- ·- · 

En México, la TbP es un pr~bl~;:¡,~ ,ci'e:'sal';'~·-pÚb116~
7

p~(1a incapacidad que 

provoca en las personas que _la Pa.dE,f~'r!Z.~~~-'~-~-~rri8_:~~~;Lti~:~~~~~;»~~,~-~·-~~~-~-e~~-!ivos 
controlados que en lugar de detenerla; la· increniéntan·(oiverá,':1994 yºTerán, 1992) . 

. --- _., -_-_·- -- """ - ;:-,··.o '-·-::-¡-'' .. '-. ,.. ..-·--. -· - . 

PATOGENIA- .. 

no 

. . -~-· - ' ·' . , - . 
Generalmente. el bacilo penetra al oíganismo hurTiano por. el aparSto respiratorio 

~' ' - ·, ' ¡ •• 

inferior al ser inhalado el material infectantei Los á~ró~01e~_ sO~-. ,Í!"luy ·pequeños y esto 

les permite permanecer en el ambiente Sin· secarse··~ ·.:a~I::. qú0dan .. suspendidos durante 

largos periodos y se diseminan ampli~me_",t~:- p_roio~~an~~ el peligro de contagio 

(Bloom, 1994 y Torres, 1994). 

Al ser inhalado el bacilo tuberculoso hacia los alvéolos: los macrófagos 

alveolares ingieren al bacilo y a menudo lo destruyen {Figura 9). La destrucción 

depende del particular poder microbicida de los macrófagos alveolares y a la virulencia 

genética y fenotipica del bacilo ingerido. Un bacilo virulento en un macrófago 

relativamente débil es capaz de multiplicarse e iniciar la enfermedad (Reichman. 1993). 

La inmunidad mediada por células (IC), en la cual los antigenos estimulan 

células T especificas para activar macrófagos, no está Involucrada en la destrucción 
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inmediata de bacilos tuberculosos inhalados debido a que el número de bacilos que 

son inhalados es mfnima y su capacidad antigénica es nula. 

Si los primeros macrófagos alveolares fallan al destruir:.º inhibir:.a·Jas b'acilos 
. . ._, 

inhalados. éstos se multiplican hasta que el macrófago es destíuida;· dB éSta manera su 

carga bacilar es. posteriormente. ingerida 

macrófagos inactivos provenientes de la circulación sangufnea'.que 'son atrafdos·ar sitio 

por efecto de los bacilos liberados. los restos celular.es.Y una gran variedad de factores 

quimlotácticos creados por el huésped (Figura 1 O ). 

Los macrófagos inactivados que ingieren ~.IOs bacilos liberádos desarrollan una 

relación simbiótica en Ja cual ni los bacilos ni los: ma~rófagos del huésped se danan; 

estos macrófagos no han sido activados y .. rio pueden inhibir o destruir al bacilo y los 

bacilos no pueden dañar a los macrófagos porque el huésped no ha desarrollado 

hipersensibilidad a la tuberculina. Esto trae como consecuencia un acumulamiento de 

macrófagos y bacilos en la lesión; siendo r~.s macrófagos inactivados los responsables 

de la lesión primaria. Es en este estado de simbiosis que los bacilos se multiplican de 

manera logaritmica a la misma velocidad. tanto en sujetos susceptibles como sujetos 

resistentes (Dannenberg, 1994). 

En un periodo de 2 a 3 semanas el crecimiento logarftmico se detiene 

abruptamente y de la misma manera se desarrolla la necrosis caseosa. Los bacilos 

tuberculosos no pueden multiplicarse en este material caseoso por la falta de oxigeno. 

el pH reducido y la presencia de ciertos ácidos grasos que los inhiben. Sin embargo, los 

bacilos pueden sobrevivir por años en el material caseoso sólido; lo que trae como 

consecuencia que el huésped destruya localmente a su tejido para controlar la 



multiplicación intracelular de los bacilos que no ha sido inhibida. Cuando se ha 

controlado la mUltiplicáCión. los maCr~fagos activados. producidos por la 'º· se han 

acumulado -arrededór del -roéo cas86so y -PreVienen:-.'ª extensión -de 1a ;enrer,:.,edad 

(Figura 11 ). ·. 

Los fitgocitos m_'?"ºr:1_ucleares _ tie~.~n ~ry~ ._producción contir:a_u~---'·-~.f'.I __ .!ª _ lesi'?n _ 
- - · .. - ' - ,· 

tuberculosa caseosa en donde se acumulan desarrolla~do .. una·1esp~esta n:i8diada ·por 

células _T. Es. en este punto. que una gran canti_dad· de antlgenos bacit~res está'n 

presentes y estimulan la producción local de citocinas (Da~nenberg. 1994). 

En los individuos susceptibles se desarrolla una IC débil. los bacilos tuberculosos · 

liberados del borde del centro caseoso. son fagocitados por macrófagos incompetentes 

(no activados o parcialmente activados). La hipersensibilidad de tipo retardado (HTR), 

mediada por células T, detiene la multiplicación bacilar intracelular por lo que el cent~o . · 

caseoso se amplia y el tejido del pulmón es destruido (Bloom, 1994). 

Los individuos resistentes desarrollan una IC muy fuerte. Es probable q~e los 

antlgenos bacilares expandan poblaciones especificas de células T. Estas cél_ulas, 

cuando son estimuladas por los mismos antigenos, liberan INF-y y quizás· -ot~~s 

citocinas que activan a los macrófagos locales. De esta manera, una gran cantidad de 

mac.rófagos se acumulan alrededor del centro caseoso fagocitando y destruyendo· a .los 

bacilos que escapan del borde del material caseoso y la destrucción tisular es mhÍima o 
-,- .. -,·· 

nula. Ambos individuos (susceptibles y resistentes) muestran necrosis· caSeosa: pero 

sólo los individuos resistentes desarrollan grandes _números de macrófagos ·altamente 

activados. Desafortunadamente, aún si Ja IC es fuerte, la progresión de·. la enfermedad 

puede ocurrir en los individuos resistentes así como en l~s susceptibles. Esta 
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progresión es causada por la licuefacción del material caseoso y la formación de 

cavidades (Bloom, 1994 y Reichman, 1993). 

Los macrófagos no sobreviven en el material caseoso licuado, posiblemente 

porque han sido sensibilizados pasivamente por la tuberculina o por otros antlgenos 

que se encuentran presentes en condiciones elevadas y que pueden ser letales. Tal 

vez. los macrófagos que entran en el material caseoso licuado son muertos por ciertos 

ácidos grasos tóxicos originados por las células del huésped o por los bacilos. De esta · 

manera, los macrófagos producidos por una IC bien desarrollada, son completamente 

inefectivos controlando la multiplicación extracelular de los bacilos (Dannenberg, 1994 y 

Rook, 1994). 

Se desconocen los factores que causan la licuefacción del material caseosO, 

posiblemente la HTR. generada por células T. se encuentre asociada o podrfa ser 

efecto de los elevados niveles de la tuberculina o un elevado número de enzimas 

hidroliticas (proteinasas. nucleasas y lipasas) (Bloom, 1994). 

Figura 9. Fagocitosis de bacilos tuberculosos por macrófagos alveolares 
activados. 

1) Los macrófagos alveolares 1nteracc1onan con los bacilos tuberculosos por Ingerir. 2J Se 
produce la endoc1tos1s del bacilo con la rormaciOn del fagosoma. 3) Se estimulan los mecanismos 
bioquimicos generadores de radicales libres de 0 2 dentro del maerófago y se forma el 
fogolisosoma. 4J Muerte y digestión de los bacilos tuberculosos ingeridos. 



Circuli1c iúo s;mguinca 

l\.l;icrllli.1!!11 inac1ivo1du 
proccd1.·nh: de la 

circul;1cii111 snnguh11.'n 

1.U7. 
ALVEOLAR 

f\1ncrñfogo'> al\.·colares 
destruidos 

Figura. 10 Multiplicación acelerada de bacilos tuberculosos no destruidos 
Si los macrófagos alveolares fallan al destruir o inhibir a los bacilos inhalados, posiblemente por 
tratarse de bacilos muy vrrulentos en macrófagos incompetentes. eslos bacilos se mulliplican hasta 
que el macrófago es destruido liberando su carga bacilar, que es posteriormente ingerida por otros 
macrófagos alveolares y macrófagos provenientes de la circulac:ión sangufnea. que son atraidos al 
sitio por acción de los mismos bacilos. restos celulares y otros factores quimlotácticos. Se desarrolla 
una relación simbiótica y se acumulan macrófagos y bacilos en ra lesión 

Figura.11 Necrosis caseosa 

LUZ AJ.VEOl~AH. 

f\focrófogos aclh-ados por re. 

Material cnseo$ll producido por 
macrilfagos d~struidos. 

Bacilos tuhcrculosos en estado de 
lalenciu. 

Con el paso de las semanas Ja multiplicac10n bacilar se detiene de manera abrupta 
formándose un foco caseoso originado por los macrófagos destruidos En esle material, los 
bacilos tuberculosos no pueden multiplicarse pero sobreviven por varios a1'os: ro que trae 
como consecuencia la destrucción local tisular. Los macrófagos activados por Ja re. se 
acumulan alrededor del foco caseoso y previenen la extensión de la enfermedad. 



SÍNDROME DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

DEFINICIÓN 

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es un sfndrome clinico 

caracterizado por un defecto adquirido en Ja función inmunitaria (Inmunidad celular) con 

caracterfsticas clfnicas diversas, incluidas las infecciones oportunistas recurrentes, 

ciertos cánceres, pérdida de peso y degeneración del sistema nervioso (Roitt; 1991, 

Stites, 1993 y Turgeon, 1996). 

El agente causal es el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) miembro de fa 

familia de Jos retrovirus(Barré-Sinoussi, 1996). Por microscopia electrónica,·· .HVl:-1 y 

HVl-2 tienen las caracterfsticas de Jos lentivirus, con un núcleo protefnico ~n forma 

cónica y formado por las protefnas virales Gag p25 ó p24. Dentro de la_ éápsu.fa. O 

nucleoide. existen dos bandas idénticas de RNA con las cuales la. ·pOlimeraSa· viral 

dependiente de RNA (Po/, también llamada transcriptasa rev'Crsa) y las prote1!1a~ de 

nucleocápsufa (p9 y p6) están cercanamente asociadas. La p17· del:·~,Úcleo "Pr~Í:~fnico 
provee la matriz para la estructura viral y es vital para la inteQÍidad de!I ~iÍión.'-Ést~dios · 

, ._:· .. '. ' - ··. 
recientes sugieren que la matriz es necesaria para· ra JncorPoración de_ las. piotefnas 

Env dentro de viriones maduros. La glucoprotefna· dei envoltUra de ~up~rfl~1~' .. externa - . . . . . - : . . 
120 (gp120) y la glucoprotelna transmembranal 41 (gp41) son tran~p~rtadá~ a ·1,,-

supeñicie celular, en donde sólo partes de las porciones centrales y N-termina_les de la 

gp41 son expresadas sobre la superficie del virión. El virión gp120, localizado en la 
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i. 

superficie viral. contiene el sitio de unión para receptores celulares y el principal 

dominio neutralizante (Levy, 1993). 

El HIV afecta de manera predominante al sistema inmunitario al cual debilita 

permitiendo asi que el individuo sufra infecciones causadas por agentes oportunistas 

causándoles, posteriormente, la muerte (Stites, 1993, Levy, 1993) (Figura 12). 

EPIDEM/OLOGIA 

El SIDA es un problema global de salud con casos documentados en más de 

170 paises. y una estimación de 10 millones de personas infectadas cor\ HIV en todo el 

mundo (Barré-Sinoussi, 1996 y Quinn, 1996). En paises de Europa y América, la 

transmisión se lleva a cabo por contacto sexual, administración de sangre o sus 

derivados contaminados, inseminación artificial con semen infectado (Levy, 1993). 

exposición a agujas que contengan sangre contaminada, o transmisión de una madre 

infectada al feto o al niño durante o después del nacimiento (Francis, 1992: Jordan, 

1991yQuinn,1996). 

En África. los casos de SIDA se distribuyen por igual entre hombres y mujeres y 

se piensa que la transmisión heterosexual es responsable de la mayor parte de los 

casos (Rlchter, 1995). 

En México la principal vla de contagio es la sexual. Hasta el 1 de abril de 1996, 

el 84.5º/o de los casos de SIDA acumulados hablan adquirido la infección por contacto 

sexual; presentándose un patrón cada vez más heterosexual en donde la mujeres 

4S 
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adultas presentan la mitad de todos los casos acumulados (51.6o/o) y presentando, para 

el segundo _trimestre de _1 g96, el 75.6 o/o de los casos (SIDA-ETS 1996). 

La epidemia .ha presentado tres tipos de tendencia en cuanto a su magnitud : 

• de 1983 a 1986 el crecimiento fue lento 

• de 1987 a 1990 fue de tipo exponencial 

• a partir de -1991 ha tenido un crecimiento exponencial amortigUado, con una 

tendencia a la estabilización (SIDA-ETS, 1996). 

El impacto de Ta epidemia causada por el SIDA se ve parcialmente reflejada en 

el aumento de la mortalidad de adultos, especialmente entre 25 y 44 at'los. Durante los 

segundos trimestres de 1991, 1995 y 1996 la mayor parte de los casos reportados 

ocurrió en los grupos de heterosexuales, homosexuales y bisexuales de 20 a 49 at'los 

(SIDA-ETS, 1996). 

De los casos pediátricos ac~,1_11u~ado~;_h~stS e1 _1 de}~lio <:fe·1.996,· el 60.3°/o se 

transmitió por vfa per!natal; el, ~3?.~º(o ~?.~·-t~~.~~f~~ión sangut.nea· y e1 2 °/o por abuso 

sexual (SIDA-ETS, 1996). 

Hasta el 1 de julio de'.19g5 se\::~nt~b¡. con 27 950 casos de SIDA reportados; sin 

embargo , corrigiendo datos p(u;:_sLti'-'~·6t·ificaCión· Y retraso en la notificación, se cuenta 

con una estimación real de.los cas~~~d~·39 939 (SIDA-ETS, 1996). 

Del total de casos, 15 948 han fallecido (57.1 o/o); continúan vivos 9 996 (35.8%) y 

se desconoce la evolución de 2·006 (7.2%) (SIDA-ETS, 1996). 
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Figura 12. Estructura de HIV (Matsudaira, 1995). 
Estructura esquemática del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) mostrando 
particularmente la localización de algunos de sus componentes. 
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PA TOGÉNESIS 

La infección por el HIV se produce cuando las partfculas virales que van en la 

sangre y/o el semen de un individuo infectado se unen a las células de un individuo 

sano. Las glucoprote1nas de cubierta gp120 y Qp41 son in1po~antes para 18 infeccfón 

del HIV. (Stites. 1993 y Levy. 1993). 

Por medio de análisis cristalográficos de rayos X. s.e ha definido ·que son 

necesarias tres regiones no contiguas del extremo carboxilo terminal de la gp120 del 

HIV para unirse a tas moléculas CD4. Del mismo modo se ha encontrado· que· varios 

residuos del extremo amino terminal, del dominio de la molécula CD4 s.imilar a ta_ lg v. 

son muy importantes para la unión (Turgeon, 1996). 

Las particulas de HIV que se unen a la molécula CD4 entran en la célula 

mediante fa fusión directa de la membrana viral con la mem~.rana. celul.ar del huésped, 

este proceso es facilitado por la gp41 de la membrana viral. La unión de la gp120 a la 

molécula CD4 permite a la gp41 insertar su cabeza amino terminal hidrofóbica en la 

membrana celular adyacente, iniciando la fusión de la envoltura del virUS con la célula 

(Levy. 1993). 

Una vez que el virión del HIV entra en la célula comienza. ~I ~iclo reproductor. El 

núcleo proteinico del virus se rompe, el genoma RNA del HIV S~_trarisc.rib~ a DNA de 
' .. :._, .. ··.' . 

doble cadena por acción de la transcriptasa inversa viral, .el DNA .. v:ir~I entra en el núcleo 

en donde por acción de la integrasa viral se produce la-~·ntegra~~6·~·.del DNA viral en el 

genoma de la célula huésped. Este DNA es llamado provirus y puede permanecer 

inactivo durante meses o años, con ninguna o poca producción de nuevas protelnas 



virales o viriones, y de esta forma la infección de una célula individual por et HIV puede 

permanecer latente (Slites, 1993). 

El inicio de la transcripción genética del HIV en las células. T está ligado 

probablemente a la activación fisiológica de la célula T por - el antigeno o por la 

estimulación por citocinas. Las secuencias de repetición terminal larga (L TR) se 

encuentran en los extremos de los genes de la estructura viral, estas secuencias están 

influidas por la estimulación del TCR y por citocinas del huésped. Por ejemplo, fas 

lectinas que se unen al TCR, el TNF y la linfotoxina, estimulan la expresión del gen HIV 

en las células T; y la IL-1, la IL-3, la IL-6, el TNF, la linfotoxina, el INF-y y el factor 

estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos, estimulan la expresión genética 

del HIV y la replicación viral en Jos monocitos y en los macrófagos. La estimulación de 

la transcripción genética del HIV mediante la estimulación del TCR o citocinas, 

probablemente implica la inducción de factores nucleares que se unan a las secuencias 

de unión del NF-KB en el L TR viral. Este fenómeno puede ser significativo en la 

patogenia del SIDA ya sea por la activación fisiológica de una célula T Infectada de 

forma latente en la cual se acaba la latencia y comienza la producción de virus o por las 

múltiples infecciones que adquieren los pacientes con SIDA lo que provoca una 

producción elevada de TNF; esto puede estimular la producción de HIV (Stites, 1993 y 

Levy, 1993). 

Tras la transcripción de los gene virales gag, poi y env, las protelnas virales se 

sintetizan en el citoplasma. El ensamblaje de las particulas virales infecciosas 

comienza al introducirse los transcritos completas de RNA del genoma proviral dentro 

del complejo nucfeoproteico que incluye a las proteinas del núcleo proteinico gag y las 



enzimas codificadas por el gen poi, necesarias para el siguiente ciclo de integración. 

Este complejo nucleoproteico se encierra dentro de una envoltura de membrana y sale 

de la célula brotando de la membrana celular. La producción de virus maduros se 

asocia con la lisis celular (Levy, 1993 y Bour, 1995) (Figura 13). 

La infección por HIV destruye progresivamente a los linfocitos CD4 y el número 

de células CDS permanecen constantes aunque. se ven incrementados relativamente a 

causa de la disminución de los primeros. Con el paso de Jos meses. e incluso años, los 

niveles de células CDS permanecen elevados y el número de células CD4 se 

incrementa a valores superiores a lo normal. Posteriormente disminuyen lentamente en 

periodos persistentes (25-40 células/1-d al año) lo que ocasiona Ja alteración de la 

relación normal CD4: CDB (Richter, 1995, Bour, 1995). 

Los linfocitos CD4 son relevantes para el buen funcionamiento del sistema 

inmunológico, interactúan con tas células presentadoras de antfgeno (CPA), células B, 

células T citotóxicas y células asesinas naturales (NK). Los linfocitos T CD4 son 

esenciales _para las respuestas inmunitarias celulares y humorales frente a varios 

microorganismos, la pérdida de estos linfocitos es la razón principal por la que los 

pacientes con' SIDA se hacen susceptibles a muchas infecciones. Sin embargo, los 

mecanismos que causan la pérdida de células T CD4 no se comprenden del todo 

(Bour, 1995; Roitt; 1991, Stites, 1993 y Turgeon. 1996). 

Se han propuesto varias teorías (Bour, 1995 y Levy, 1993) para explicar la 

disminución en el número de células T CD4 infectadas y entre estas se encuentran: 

l. Muerte celular por fusión vlrus-cé/ula.-Se ha observado la muerte celular por 

toxicidad directa de parte del virus o protefnas virales de envoltura. Las cantidades 
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relativas de proteinas vrrales de envoltura producidas por la células infectadas con el 

H IV pueden determinar· citopatocidád~· ·Se·-cree· tarTibién ··qué· los efEtctOs citopálicos 

del HIV son resultad~ d.;;', 1i.s'~rot~Ínas de. envoltura p~dien~o reflejar la extensión y 

tipo de glicÓ~il_clC~~~::~~ .. 1~··'9.P~,i~-~'U_I'.! pÚ~de· ser Íóxica P:ara la.s ~é1U1as, un· cambio en 

la gp viral -4~·· p·f~~q~~:·~¡:~,íert~~ .. ·n=,'~:u~:í'ifi~~-c160 o produce variarltes ._citopáticas. Los 

mecanism'oS·:~~~~r~~~: l~~~ú1di'i~C-iÓr1 ci~ muerte celular por las P~~ternas virales de 
_:· .. -... -___ :·_..,-:. ·>"-"'. 

envoltura n.o: son 'crSiroS. Algunas variaciones en la permeabilidad de la membrana 

pueden estar involucradas (Levy, 1993). 

En algunos estudios realizados in vitro , las células Infectadas por HIV y que 
.'.;:-'.. 

producen citopatocidad, demostraron incapacidad para confrOlaf- el influjo de 
i> 

cationes monovalentes y divalentes que se acumulan en-. fa' -~é1ura·· con H 20. La 

pérdida de fuerza iónica intracelular no sólo conduce ~ ·'.ª-· ~-ue~~- celular, sino que 

origina ciertos niveles no citopáticos que pueden ca~bi_~~'. el ·P~t~n_cial eléctrico de la 

célula y comprometer su función normal (Bour, 1995f 

11. Apoptosis •. - In vitro, se ha demostrado que Jos linfocitos ·T cooperadores infectados 

por el HIV "".'ueren por apoptosis. Los linfocitos T cooperadores necesitan dos 

estimulas para activarse. La primera senal es proporcionada por el péptido 

antigénico .que la célula presentadora de antigeno (CPA) muestra en su superficie en 

el_inte.~ior de una hendidura de Ja molécula clase JI del MHC y que es reconocido por 

el récePtor.de fas linfocitos (TCR); la segunda sei"ial se deriva de fa interacción entre 

la molécula CD4 de la superficie de los linfocitos T y la molécula de clase 11 del MHC 

de la CPA. Cuando ambas seriales son simultáneas. el linfocito T C04 queda 

activado y prolifera para poner en marcha la respuesta inmunológica. Se habfa 
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demostrado que un anticuerpo anti-TCR podfa actuar como antfgeno en este 

proceso y suministrar la primera de las dos señales necesarias para activar a un 

linfocito T cooperador. Un segundo anticuerpo dirigido contra la molécula CD4 podrfa 

complementar Ja activación y de esta manera "engañar" a los linfocitos T 

cooperadores y que éstos se comporten como si hubieran encontrado el antfgeno 

extraño contra el cual actúan (Cohen, 1994). Se piensa que la primera señal fue 

interpretada como una señal de alarma y puso en estado de alerta el programa de 

suicidio celular apoptótico, que posteriormente acabó activándose por efecto de la 

segunda señal. 

La molécula CD4 de los linfocitos T cooperadores es el receptor del HJV porque 

es capaz de unirse a la gp120 de la cápsula del virus. Se cree que la gp120 podrla 

suministrar las dos señales que requieren los linfocitos T cooperadores para 

activarse (Nagata. 1995). 

Las personas infectadas con el HIV son portadoras desde el inicio de la infección 

de una de las dos señales activadoras. con lo que cualquier patógeno, un virus gripal 

por ejemplo, podrfa proporcionar la segunda sel"'ial,_ que, al estar separada de la 

primera, en Jugar de activar una respuesta inmunitaria,:podría activar un programa 

de suicidio celular o apoptosis (Levy, 1993). 

111.Superantfgenos.- El HIV podrla tener un pép!ido que actúe como superantlgeno 

que pueda reconocer a los linfocitos T .... Co4:_e~ :a"¡·g~:~'~:'pOi6;6·n de_~su·.TcR. Algunos 
- - - . . -~,~---~- --~-' 0--·~--:-~--~::· . '' 

investigadores suponen que los péptidos: vi~8~e~ ·-_se "úrieh_~a-_.a~ -.Caid0na's 13 de dicho· 
. - . ·.·.- - . - -.... 

receptor. Este fenómeno podría· program~r---1a:'muertei-~éeiu1ar. Por ei 'prOceso de 

apoptosis (Levy, 1993). 



IV.Recubrimiento de células CD4 no infectadas con la gp "120.- Posiblemente el 

linfocito_T CD4 que ha sido cubierto con la gp120 no está disponible para actuar con 

las moléculas HLA clase 11 de las células presentadoras de antlgeno (CPA), lo que 

traería como consecuencia la inhibición- de la respuesta de células T. De esta 

manera las células no irlt0Ctada5- son recOnocidaS cOmo -cétUfaS i'1fectadas siendo 

destruidas por células efectoras NK, que realizan la lisis Cél.ul~·~ de manera no 

especifica y sin estar restringidas por el MHC, o linfocitos T citotóxicos (CDS) que 

pueden contribuir con la lesión tisular de algunas enfermedades. El reconocimiento 

de los linfocitos T citotóxicos (CDS) Involucra la interacción con moléculas MHC clase 

1, los antlgenos de superficie en la célula nativa y el receptor de células T. Las 

células T CDS requieren de dos señales para activarse. Una de ellas está dada por 

-la interacción de los receptores de la célula T CDS para el antfgeno con un complejo 

de un epitopo extraño y el MHC sobre la célula Infectada por el virus. La segunda 

señal está proporcionada por la IL-2, producida por la célula activada, que libera 

citotoxinas que acaban con la célula infectada. Si las células T CD4, no infectadas, 

se encuentran cubiertas con la gp120, los linfocitos T CDS se activan, se da el 

reconocimiento antigénico y se destruye a la célula (Bour, 1995, Levy, 1993). 

Del mismo modo, la unión de la gp120 al linfocito T CD4 podrla reducir la 

expresión supeñicial de varias moléculas necesarias para la activación de la célula T 

como por ejemplo: la propia C04. 

V. Efecto de las proteínas virales y complejos inniunes.- Se ha demostrado que las 

proteínas virales de envoltura tienen efectos inmunosupresores en la respuesta 

mitogénica de linfocitos T o sobre la actividad normal de células NK. En lo que 

53 



respecta a la función de células B. la gp120 podria inteñerir con la cooperación 

normal de células T bloqueando sus sitios de contacto. La proteina Tat puede 

suprimir la respuesta de células C04 para reconocer antlgenos. La formación de 

complejos virales antigeno-anticuerpo podría limitar el sistema reticuloendotelial. 

afectando la producción de citocinas y de esta manera afectar la función inmune 

(Bour, 1995). 

VI.Anticuerpos anti-linfocitos.- En estudios experimentales realizados con HIV se han · 

detectado anticuerpos contra linfocitos T C04 y linfocitos T COB. Algunos de eStas 

anticuerpos podrán resultar de una respuesta anti-MHC inducida por las proteinas 

del HIV. Golding y colaboradores (1993), han demostrado que algunos anticuerpos 

para la secuencia e-terminal en ta gp41 del HIV tienen reacción cruzada con 

regiones de HLA. particularmente can la cadena (\. Los anticuerpos contra las 

proteinas de la molécula HLA clase 11 se encuentran únicamente en individuas 

infectados con HIV. Estos anticuerpos se unen a los antlgenos HLA clase 11 naturales 

e inteñieren con la activación normal de las células T CD4 (Bour. 1995). 

VII.Efecto de las citocinas.- Los macrófagos producen IL-1 y otras citocinas que 

permiten que las células C04 alcancen niveles de maduración suficientes para 

producir 1.L-2. necesaria para la auto estimulación de células CD4 y 'para· el 

crecimiento y función de las células COS. La IL-6 actúa en el crecimiento y función 

de células B y la IL-4 para la maduración de células T. Se ha postulado que la IL-4 

induce la aPoptosis inhibiendo la función de otras citocinas (TNF-a e INF-y en 

macrófagOSj que. previenen la muerte celular programada en algunas células. El 

TNF-cx. ayuda a ·mantener el balance en la producción de una gran mayoria de 



citocinas pero. por si misma, puede ser citotóxica para las células T y puede inducir 

apoptosis. Para un gran número de investigadores, el TNF-a. es la ca_usa'pilricipafde 

los sfntomas clfnicos y la patologia de HIV (Livingstone. 1996). 

Otras células susceptibles a la infección· por HIV incluyen fibroblastos de piel 

humana, lineas celulares fibroblastoides derivadas de músculo y médula ósea. células 

de trofoblastos, rnonocitos, macrófagos. células de la microglia, células de Langerhans, 

células dendrlticas foliculares, células B. células de retina, células de Ja mucosa del 

colon, células adrenales fetales y lineas celulares de carcinoma humano de hfgado 

(levy, 1993). 

TUBERCULOSIS Y VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

la pandemia causada por fa infección del HIV y la evidencia de una asociación 

entre el HIV y la Tuberculosis Pulmonar (TbP), ha causado importantes aumentos de la 

TbP en algunos paises en Jos cuales ésta se encontraba erradicada. Debido a que el 

HIV inhabilita el sistema inmune, éste ha emergido como el factor de riesgo más 

importante· en el progreso de la infección por TbP (Reichman, 1993). 

Es muy evidente que las enfermedades oportunistas asociadas con HIV 

desarrollan niveles diferentes de inmunocompetencia decadente (Bloom, 1994 y 

Suzuki, 1996). La TbP, que es una de las más virulentas, es, a menudo, la primera 

infección que se presenta (Reichman, 1993). 

Se sabe que la TbP pulmonar. por si sola, es inmunosupresora y causa una 

depresión en el conteo sangulneo de CD4 (Bloom 1994 y Reichman 1993). 
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De los pacientes con SIDA en América Latina, del 20 - 30% , tienen tuberculosis 

(Reichman 1993), la_TbP, como ~na infección oportunista. aparece relativamente en el 

curso de una infecci~n p~~·Hl_V y e~ áreas donde la infección.par· HIV es común. una 

elevada proporción de lo's·casos de tuberculosis son coinfección con HJV (Quinn, 1996). 

Debido al aumento en la resistencia de la TbP a los fármacos en personas con 
. -· . 

SIDA, se incre":len~a ·ar riesgo de una infección primaria co·n Mycobacterium 

tuberculosiS. La resistencia múltiple se encuentra fuertemente asociada con el SIDA y 

con la seropositividad a HIV (Beck-Sague, 1992). 

CÉLULAS T COOPERADORAS (Th1 I Th2) Y SU RELACIÓN CON TUBERCULOSIS 

PULMONAR Y SIDA. 

En 1986 , Mosmann y colaboradores reportaron que clonas de células T CD4 

murinas podrlan ser clasificadas en dos grupos, Th1 y Th2, basándose en las citocinas 

que éstas producfan y sus actividades funcionales. Actualmente se sabe que las 

células Th1 producen interleucina 2 (IL-2), interferón gama (INF-y) y factor de .necrosis 

tumoral beta (TNF-p) y que las células Th2 se definieron por su producciÓn'de IL-4, IL~ 

5, IL-6, IL-10, e IL-13; ambos tipos celulares (Th1 y Th2) producen IL-3,.TNF-a y factor 

estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF); .. del ~ismo modo, las 

células ThO se caracterizan por la producción de citocinas· de IC'.'s tipos Th1 y Th2 y son 

los precursores de las células Th1 y Th2, las células que producen grandes cantidades 

de factor transformante de crecimiento-beta (TGF-P) (Mosmann. 1996). 
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Figura 13 Patogénesis del HIV (Stites, 1993). 
La gp 120 se une a la molécula CD4 de la superficie de una célula T. Por acclOn de la gp 41 se 
fusiona la envoltura del virus con la célula. El vinón del HIV entra en la célula, el nücleo protelnico 
se rompe y el RNA se transcribe a DNA de doble cadena por acción de la transcriptasa inversa: el 
ONA viral entra al núcleo y se integra en el genoma de la célula huésped, se introducen las 
transcripciones del RNA al complejo nucleoprotelco y por acción de los genes gag, poi y env este 
complejo se encierra en una envoltura de membrana y sale de la célula provocando lisis celular. 
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Se ha observado en humanos y en modelos murinos in vivo que las 

caracteristicas de expresión genética de las citocinas son predominantemente del tipo 

Th1 o Th2. Estas observaciones han demostrado que el INF-y y la IL-4 ejercen efectos 

contrarios que pueden abarcar desde el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas en 

las células B. una gran variedad de actividades funcionales de los macrófagos hasta el 

desarrollo de perfiles de citocinas de las células T. Actualmente esta bien establecido 

que el INF-y y la IL-12 pueden promover la producción de INF-y y la IL-4 promueve la 

sfntesis de IL-4 y otras citocinas Th2 por acción de las células T in vivo e in vitro. Es 

ampliamente evidente que estos patrones de citocinas son importantes en la mediación 

de resistencia o susceptibilidad. a una gran variedad de agentes infecciosos (Kelso, 

1995). 

El concepto de la respuesta lnmun'ológica ·de las células Th1 y Th2 ha llegado 

para jugar un pape~ -ce.r:i~I-.~(·,~~.~ :.:.;.u.c~~~"~.::~e~ :'~a· inm~rlic:tad a infecciones. En modelos 

murinos de leishma~i~s'i~·,··~·:¡-~p~~-:~~·h~'-~b~·e.~Bdo el papel protector de las células de 
. " ··''.': ---'.. . . ,. 

respuesta Th1 y el efecto···lnhibidor dado por las células de respuesta Th2. En 

infecciones helmfnticas _a humanos y roedores. la respuesta inmunológica inicia en 

dirección a Th2. la cual parece ser más protectora para el huésped y se ha observado 

la tendencia a disminuir la regulación de respuesta de tipo Th1 (Liblau, 1995 y Kelso, 

1995). 

En la malaria, se encuentran ambos tipos de respuesta inmunológica y, parece 

ser también. que ambos confieren protección (Liblau. 1995). 

Algunos estudios han indicado que la mayorla de las clonas de células CD4 

reactivas contra Mycobacterium tuberculosis que han sido propagadas in vitro, son 
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semejantes a Th1. produciendo elevadas concentraciones de INF-y y bajas 

concentraciones de IL-4 e IL-5. En otros estudios se ha demostrado que tales clonas de 

células T secretan INF-y e IL-4 o incluso que dichas clonas producen ambos tipos· de 

cilocinas. Th1 y Th2 incluyendo INF-y, IL-2, IL-5 e IL-10. Se piensa que los macrófagos 

alveolares fagocitan a las micobacterias y producen IL-12 favoreciendo el d~sarrollo .de 

células Th1 (Tossi, 1996 y Barnes. 1994). 

Britton publicó ciertos hallazgos sugiriendo que· el_ HJV no induce ·un cambio en el 

fenotipo de las células TH1 a las del fenotipo Th2. Amelsen y Lu .argumentan que la 

anergia de tSs células T. en estados avanzados de Ja.·enfer,,:¡-~dad, podrfa dar. como 

resultado una disminución dinámica de las cél~las:T. CD4 funci~nales (Th1 •/ Th2) por .la 

apo~tosis inducida por el virus y por la ineficlénci'a;del c,;riibio de ThOa Th.1 debido a · 

un defeCto en ta producción de IL-12 ·Por célula:~. ~~CeS~rias, táles c~rTio 16s mScr~fagos 
infectados (Andrieu, 1995). 

Clerici y Shearer han indicado el papel central de la respu.;,sta Th1·'y«Th·2 en el 

curso de la infección con HIV y SIDA. Han sugerido que l~--reSp~eSt~ ·?e tij:,o Th1 

confiere protección asociándose con una mejor prognosis, mientras que el cambio de 

respuesta de Th1 a Th2 está asociada con una peor prognosis. Betwich y 

colaboradores encontraron en inmigrantes etiopes que el sistema Inmunológico está 

altamente activado con caracteristicas Th2 y ThO. Los autores sugieren que este tipo 

de activación inmunológica facilita la infección por HIV y esto influye en el curso de la 

infección (Bentwich. 1995). 
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RELACIÓN DE TUBERCULOSIS PULMONAR Y SIDA CON HLA 

La respuesta protectora contra Mycobacterium tuberculosis está mediada 

primeramente por.·loS linfocitaS T _CD4 y los fagocitos mononucleares. La fag~cit~~is de 

la bacteria t.i:ae ~orno con~~cuencia ·el procesamiento pr<?teol~tico d~; ·las···:~n.tlger:ic:>s 

bacterianos para producir péptidos pequerios que se pu~dan ~mir· ª~-~-~-::/~-~~~c':ll~s d_et 

MHC erase u-y generar una reSPU-e~ta inmune ya que las_: prOtetn~-s-:_a·r{ug~n1c~-~~-son 

reconocidas como péptidos antigénicos por los linfocitos ~:_sól~:_Si·~~-~~~~~- Unidas ·a las 

moléculas del MHC; 
. '· :·.· 

En lo que respecta a Ja patoloQfa ocasionada por.:er-Hrv·se'_h~ propu0S:to.que 

primeramente, el monocito y_e_i·macrófa_go entran e.n-c~-~ta~·tO:~,.~n .. el_vin.Í~. tá-~o.citá.~dolo 

y procesándola de manera que se~ ~~c;:cinc:>cid~ por.laS:cél~las !·Las a~ttg~nos'Vira~es 

unidas a las moléculas del ~-~e c_1as~ 11_ s~n -~r_esentadas ~. lo:s 11.nfoci~os· e:q~ ·p.Rra ·su 

reconocimiento por ·medi_a ·de1 .TCR y·. ~asteri~~~entfao Su procesamfenio. La··gp12o· se 

une a la molécula CD4 de I~ "~~erfl~ie de ~na célula T:y por acción de 1a·gp41 se 

fusiona la envoltura del virus' con .la célula •. El virlón del HIV entra en la célÜla. el núcleo 

protefnico se rompe y el RNA se transcribe a DN.A de doble cadena por acción de la 

transcriptasa inversa: el DNA viral entra al núcleo y se Íntegra en 'el genoma de la célula 

huésped, se introducen los transcritos del RNA al complejo nucleoprotefco y por acción 

de los genes gag, poi y enveste complejo se encierra en una envoltura de membrana y 

sale de la célula provocando lisis celular. Sin embargo. existen ihdiclos de activación de 

circuitos inmunosupresores, como la acción de las citocinas. que podrlan influenciar la 

expresión de ambas patologlas (TbP y SIDA) (Stites, 1993: Levy, 1993 y Roitt. 1991). 
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El reconocimiento celular restringido por células T. la respuesta inmune a varios 

antigenos de origen microbiano. viral o parasitario y los gene.~_ de H~. podrlan jugar un 

papel significativo en IS regulación genética de -suScepubmdad a' una infección. En 

particular, se han ·encontrado asociaciones entre Tb~·y ~ÍDA~.·~on·los loci de HLA en 

muchas poblaciones: en caucásicos, africanos-:y_:c-Oí-ier:;ta1eS'-~~e:,~-ha·:idemostrado la 

asociación de TbP ·con el marcador DR2 y ·Da 1' ~;,;,;,i:,; .:,¡.,¿;·: d:; ;·1;,t fa~tores genéticos 

::::::::~::~~ ::::~mS~;;J;i~~~~JJj~E::::::':~:; 
:- ::(_';;:~):.5T:-;:-::t<Z~~:~.~;~l ·.-.- · ;:~-- .. 

Rajalin:::x;s::~:d:~~au:~ 
1

:::~~dor in~~~~l::tbiti:d~~e;~lógico que pueda identificar· 

pacientes con HIV en los cuales la 'T~P.:~~·,.~~~:~;~~'ir~;Í~rse e~entualmente. se piensa 
"''· -,._:::,"-, ,,. ' .. 

que factores genéticos asociados con_ 10S -~~~~~i~-~s··_de }i_LA podrlan jugar un papel en el 
- ··-··· .... ,., ; .. 

desarrollo de SIDA y la susceptibilid"ad':'~'·,:<~ie.Ítas enfermedades oportunistas. En 

homosexuales caucásicos con Sarcoma de Kaposi se ha encontrado una significancia 

importante con el marcador DR5. Otros investigadores han sugerido que el marcador 

DR3 confiere cierta resistencia a la enfermedad y otros han encontrado una asociación 

muy fuerte con DR1 (Kuntz, 1969 y Klein, 1967). 
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OB.JETIVOS 

E 

HIPOTESIS 



OBJETIVO GENERAL 

• Definir el papel que juegan los marcadores genéticos del MHC en fa susceptibilidad o 

resistencia a tuberculosis pulmonar (TbP). 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar por medio de métodos serológicos (microcitofinfotoxicidad) y métodos 

moleculares (PCR), los antlgenos HLA clase 11 (DR; OQ), que se encuentran 

asociados a TbP y HIV en sujetos enfermos y sanos de la misma etnia (mestizos 

mexicanos). 

2. Comprobar que los métodos moleculares confieren resultados más exactas y 

precisos en fa tipificación de moléculas HLA clase 11 ya que identifica subtipos de 

HLA DR¡J J ,DQa J y DQ¡J 1 que no pueden ser detectados por serologla. 

3. Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T y la concentración de fl2-

microglobulina en Jos grupos a estudiar, comparándolos con controles sanos. para 

determinar la relación de ambos en la patologla en cuestión (TbP y HIV). 
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HIPÓTESIS 

" Determinando los antlgenos del MHC clase 11 (HLA-DRJH. DOal y DOfll) en 

individuos sanos y enfermos. con caracterlsticas étnicas semejantes · (Ínestizos 

niexicanos). identificaremos el o los marcadores genéticos de' susceptibilidad o 

resistencia ligados a tuberculosis pulmonar (TbP). 
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MATERIAL 

y 

MÉTODOS 



Beta2 
Microglobulina 

ESQUEMA GENERAL DE TRABA..JO 

Sangre Venosa Penfénca 

con EOTA como anlicoagulante 

(30ml) 

1 
Purificación de linfocitos 

sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque 

1 
Separación de linfocitos T y B mediante formación 

de rosetas con eritrocitos de carnero 

Tipmcaci6n Se•ol6gica y MoJcula• de Antlgenos HLA clase 11 

Serologla 
Método 
molecular 

Perfil lnmunorregulador 
(C04y CDS) 

LinfocLs B L,.•s j Glóbulos • · Lisis de Gl6bu1~s 
Dcle•mlnaci6n de 1tlgenos HLA
OR por microhnlocitotoxicidad 

d': :"~~~re venosa periférica 
Rojos TBlancos de sangre 

Extracción de ONA con 
Fenol/Cloroformo/lsoamllico 

Visualización en 

Interpretación de Resultados - transiluminador de luz U.V. 

Precipitación de JNA con 1sopropanol 

l 
Amplificación de DNA por PCR 

l 
Tipificación de 0Qa1.0Qb1 y 0Rb1 por l PCR 

_ Electroforesis en Gel de Agarosa 



A) Material Biológico: 

1.- Población en Estudio: 

Se tomó sangre periférica por punción venosa a 34 pacientes con tuberculosis 

pulmonar, 31 pacientes HIV positivos con manifestaciones clinicas de SIDA y 10 

pacientes con tuberculosis pulmonar - SIDA.- A todOS, los -pacientes se les informó 

acerca del proyecto pidiéndoles su anuencia para la_ donación de la muestra sangulnea 

y debido a que no se trató de un procedimiento invasivo ni perjudicial para el paciente 

no fue necesario firmar un consentimiento p~r escrito. Para seleccionar a los pacientes 

adecuados para este proyecto se contó con la colaboración de los médicos residentes y 

médicos adscritos al servicio clinico No. 2 del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER). quienes facilitaron las historias clinicas con las que los pacientes 

fueron evaluados. La patologla de cada grupo fue confirmada por PCR y BAAR (para 

Tuberculosis pulmonar) y ELISA e lnmunoelectrotransferencia (para HIV); asl como 208 · 

testigos sanos residentes del D.F. (mestizos mexicanos) con BAAR y ELISA negativos. 

• CRITERIOS DE INCLUSIÓN: 

=> Tuberculosis! 

O Basiloscopia positiva 

O ADA en liquido pleural 

= HIV: 

o ELISA e lnmunoelectrotransferencia positivos 

o Pacientes infecciosos comprobados por cultivo de lavado bronquial 6 biopsia 

transbronquial in situ o a cielo abierto. 
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::::::. Tuberculosis pulmonar - HIV: 

O ELISA e lnmunoelectrotransferencia positivos 

O Baciloscopia positiva y/ó PCR positivo para tuberculosis 

• CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 

O No ser mestizos mexicanos por abolengo; es decir, que no tengan más de tres 

generaciones viviendo en México. 

o Diagnóstico poco preciso de complicaciones en pacientes seropositivos 

O Falta de consentimiento del paciente 

A todos los sujetos del estudio se les realizó P-2m por:ELl~A(normal,<2.5~1gldl) 

y HLA clase 11 por microlinfocitotoxicidad que poSteÍ'iOímente se COnfirinó' por PCR. 
'<. ·: .. ·.· ··'-

Las diferencias de los resultados entre '1os .disti.rÍÍos _·gruPo~' .. fueron analizados 

mediante la siguiente prueba estadfstica: 

• Chi-cuadrada (z2
). 

Dentro del material biológico también se utilizaron: 

2.- Sangre venosa periférica con EDTA como anticoagula'1te. 

3.- suero de conejo como fuente de complemento. 

4.-Glóbulos rojos de camero. 

5.-Linfocitos totales ajustados a una concentración de 4 x 106 células/mi con RPMI 

complementado con SFT al 20% 

6.-Panel de referencia dirigidos a especificidades de Clase 11 t?btenidos de placentas 

de mujeres mul/lparas, tipificados en EUA. 
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B) Material de vidrio y plástico: 

• Se encuentra indicado en el texto. 

C) Reactivos: 

• Se indican en el texto. 

D) Equipo: 

"' Potenciómetro (Beckman) 

• Parrilla de calor graduable y agitación constante (Thermolyne) 

• Bai'lo de agua. Modelo 180 (Preclslon) 

• Balanza granataria de dos platos (Ohaus) 

• Microscopio óptico (Carl Zeiss) 

• Microscopio invertido con condensador de contraste de fases (Carl Zeiss) 

• Fuente de poder. lectura digital 250V (GIBCO) 

• Campana de flujo laminar horizontal (Veco) 

• Microfuga. Modelo 5415C (Eppendorf) 

• Equipo para PCR. Modelo 480 (Perkin-Elmer) 

• Equipo de electroforesis horizontal minisubmarino (Hoefer) 

• Transiluminador de luz UV onda corta (UVP) 

• Cámara polaroid DS-34 (Kodak) 

• Bomba de vacfo (Sorensen) 
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PURIFICACIÓN DE LINFOCITOS TOTALES 

En la mayoria de las pruebas realizadas en el laboratorio de histocompatibilidad 

se utiliza un tipo ~a·rtic.ular de Células o componentes de la sangre periférica (suero. 

granulocitos, 1.itlfocito_s. totales. linfocitos T y B. células mononucleares. eritrocitos. 

plaquetas ;.Y ínonocitos). Su aislamiento y purificación se basa en propiedades 

int~insecas_y_ e?<trin_s~ca_s de cada uno de estos componentes.- Entre las propiedades 

intri·n~~c~~~'· s·~ /.encuentra el tamaño, la densidad. la viscosidad_, adhesividad y 

granu\~ridad. ·Entre las extrtnsecas están la expresión de marcadores de la superficie 

celular dé re.cePtores y capacidad fagocitica. 

Una· de las técnicas más usadas actualmente en el laboratorio. es ta separación 

de células mononucleares con soluciones de una densidad dada. usando Ficoll-

Hypaque. la cual tiene una densidad de 1.077 g/ml que es idéntica a ta de tos linfocitos 

y monocitos. Este reactivo es una combinación de un poltmero de sacarosa·de alto 

peso molecular (Ficoll) y un compuesto orgánico yodatado (diatrizoato de sodio~ 3-5 bis 

acetilamino-2,4,6 ácido triyodobenzóico). Cuando se centrifuga la sangre en el 

gradiente de FicoH-Hypaque. los granulocitos y eritrocitos que tienen una mayor 

densidad. pasan a través de éste formando un paquete .en et fondo del tubo. Las 

plaquetas que tienen una densidad menor permanecen en ta fracción plasmática y los 

mononucleares se localizan en ta inteñase. Cuando ·quedan en la fnteñase algunas 

plaquetas se pueden eliminar posteriormente centrifugando a baja velocidad (Tak Yan 

Yu, 1973; Stites,1993; Avila, 1969 y Juár.;,z, 1990). 
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Método· 

1. Se obtuvo la muestra por punción veno_sa (20 mi) empleando EOTA al 5º/o como 

anticoagulante. 

2. Se separó 1 mi de la muestra ·para la técnica de subpoblaciones y el resto de ta 

muestra se centrifugó _a 1042 g_ durante 5 minutos para separar el plasma que se 

empleó en la determinación de beta 2-microglobulina por el método de ELISA. 

3. Se diluyó la sangre con solución salina fisiológica (SSF) (PISA) en relación 2:1. 

4. Se adicionaron 2.5 mi de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed) en tubo de vidrio. 

5. Se homogeneizó la sangre diluida perfectamente y se agregó cuidadosamente por 

las paredes del tubo con la solución separadora, evitando que se mezCtaran ambas 

fases. 

6. Se centrifugó a 430 g durante 30 minutos y con la ayuda de una-_pJJ)eta_ Pasteur se 

en un tubo de vidrio. 

minutos con la finalidad de eliminar la ·;,,ayer cantÍdád posible 'de Ficoll~Hypaque y 
. . '.;.·;·}>.;..;::.-<'-';· ·•':.·,• 

-: ' plasrna. ;>.' 

8. Se contaron las células en cámara de ·NeÜbauer.,aJ'UsÍá;;doi.~S -~ 4 ,/108 cel/ml para 
\. ': - - .. :· .. : : - . :~.-.. '·' ·:·;' -, '. ·. -

obtener de esta manera. la concentrac~ón aci'eCt;·~dá de_~étU1~;; Pára c~da·pozo. 
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SEPARACIÓN DE CELULAS T Y B MEDIANTE LA FORMACIÓN DE ROSETAS 

La formación de rosetas es uno de los métodos empleados para aislar linfocitos 

mediante su asociación con eritrocitos de carnero. Los linfocitos T humanos presentan 

receptores CD2 (LF3) que se unen perfectamente con los eritrocitos de carnero y al 

combinarse forman una roseta caracteristica. Las células T se sedimentan al pasarse 

por gradientes de Ficoll y los linfocitos B. que carecen de estos receptores.· 

permanecen en la inteñase de donde son recuperados (lndiveri, 1979 y Stites,1993). 

Método: 

1. Se lavaron los glóbulos rojos de carnero (GRC) tres veces con SSF y se o~ustaron al 

2% con RPMI 1640 complementado con suero fetal de ternera (SFT)_al 20 %: 

2. Se mezclaron los linfocitos purificados con los GRC - ··aj~~ta.~~o ambas 

concentraciones y se incubaron en bano Maria a 37 ºC _durante <l_5 n-\¡ri~tOs.: 

3. Se agitaron suavemente y se incubaron a 4°C durante 24 horas:· 

4. Se mezcló la suspensión suavemente y se depositó en gradiente's de Ficoll 

centrifuga_ndo a 430 g durante 30 minutos. 

5. Se separaron los linfocitos B. que permanecen en la inteñase, y se lavaron tres 

veces con RPMI 1640 complementado con SFT 20% centrifugando a 1042 g duranle 

5 minutos. Se comprobó la pureza de linfocitos B con doble roseteo. 

70 



6. Se resuspendió el botón celular en la minima cantidad de RPMI complementado con 

SFT 20°/o (80 ~11) y se sembraró en las placas con antisueros especificas para HLA 

clase 11. 

CONSERVACIÓN DE LINFOCITOS POR CONGELACIÓN 

La criopreservación de linfocitos es un método excelente para el 

almacenamiento por largos periodos manteniendo el pH y la esterilidad. 

El uso de células congeladas le da gran flexibilidad al laboratorio de HLA, pues 

reduce la necesidad de tomar muestras continuas de los donadores de panel celular y 

permite hacer estudios retrospectivos de individuos que no se pueden volver a 

muestrear. También esto permite repetir estudios y hacer lineas celulares de linfocitos 

B o clonas de linfocitos T. 

Entre las técnicas que existen para la congelación de células se encuentra una 

automatizada y una manual. La automatizada requiere de un equipo especial que 

permite ir congelando células en una forma controlada y a una velocidad de 

disminución de 1-2 ºC/min lo cual es óptimo para los linfocitos preparados en medio 

dimelilsulfóxido (DMSO). 

El método manual es útil cuando se usan células que se deseen preservar con 

fines de cultivo de mezcla de linfocitos, linfocitos para la tipificación HLA, conservación 

de lineas celulares, o para guardar células con el fin de extraer DNA. Este método 

requiere almacenar las células a -70ºC en congeladores o a -196ºC en tanque de 

nitrógeno. 
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La criopreservación requiere de un pretratamiento de las células con un agente 

protector (el dimetilsulfóxido {DMSO} o la glicerina). Si no se usan estos agentes, los 

linfocitos pueden sufrir daño por diversos mecanismos: un enfriamiento lento causa 

daño por, disminución o pérdida de agua intracelular, resultando en una et evada 

concentración de sales. mientras que. un enfriamiento rápido causa destrucción por la 

formación de cristales de hielo dentro de la célula. La inclusión de OMSO en el medio. 

sirve para reducir el tamano de los cristales de hielo intracelulares asl como· la 

concentración de salutes. El DMSO suele ser citotóxico a los linfocit~s a temperatura 

ambiente por lo que las células se deben meter en fria minimizando e1 tiempo en que 

éstas estén expuestas al criopreservador (Barroccl, 1984). 

Método: 

1. Se colocó en un vaso de precipitado hielo seco picado y se enfriaron dos viales para 

congelación. 

2. Se adicionó 1 mi de las células previamente contadas y a la dilución adecuada (2 a 8 

x 106 células/ml). 

3. Se preparó la mezcla de congelación de la siguiente manera: Por cada mi de 

suspensión celular se preparó 1 mi de mezcla tomando 0.9 mi de RPMI 

complementado con SFT 20% y 0.1 mi de DMSO. 

4. Se agregó 1 mi de la mezcla de congelación a cada vial y se adicionó el mi de 

suspensión celular sobre la mezcla cuidadosamente formando una inteñase. 

5. Se invirtieron los viales lentamente para que ambas capas se mezclaran. 



6. Se congelaron durante una hora a -20ºC y posteriormente se pasaron a -72 ºC. 

DESCONGELAMIENTO DE LINFOCITOS 

1. Se preparó el baño Maria a 37°C. 

2. Se sacó el vial del congelador y se sumergió en el baño Marra agitando suavemente. 

3. Se vació el contenido a un tubo de ensaye cuando desaparecieron totalinente los 

cristales de hielo, se agregó solución salina y se agitó s~avemente. 

4. Se centrifugó a 1042 g durante 5 minutos y se repelió d~~ ~~·~~·S el proceso de 

lavado. 

5. Se decantó el sobrenadante. y se resuspendieron las célul~s .. e.n. 1ml de solución 

salina para obtener el porcentaje de viabilidad utilizando azul de tripan. 

6. Si las células iban a ser procesadas para la tipificación de HLA clase 1 y 11 se 

resuspendían en medio RPMI complementado con SFT al 20o/o. SI se iba a extraer 

DNA se tomó la cantidad necesaria y se procesaron. 

Nota- El porcentaje de células viables se encontró entre un 80 y 92o/o. 

TIPIFICACIÓN DE ANTiGENOS HLA C-LASE 11 POR MICROLINFOCITOTOXICIDAD 

El método fue desarrollado por Paul Terasaki en 1964 y fundamentalmente se 

llevan a cabo reacciones antfgeno-anticuerpo (Ag-Ac) y lisis por complemento. 

La prueba de microlinfacitotaxicidad se usa para delinear el peñil HLA de un 

individua. usando un grupa de sueros anti-HLA bien caracterizados. La 
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linfocitotoxicidad es una reacción dependiente del complemento en la que Jos linfocitos 

se incuban primero con un antisuero y después con una fuente de complemento fresco 

de conejo que se mantiene a -70°C. La unión de anticuerpo anti-HLA al antigeno que 

se halla sobre la superticie de la célula activa a la cascada de complemento, el cual 

finalmente daña a la membrana de la célula. El daño se visualiza por fa incorporación 

de un colorante vital a la célula como la eosina amarillenta. Cuando un anticuerpo se 

pega y mueren más del 50º/o de células se considera que el antigeno HLA está· 

presente (Mases. 1992). 

Método: 

1. Se anadieron S J.ll de aceite mineral a cada uno de los pozos de las placas Terasaki 

(de 72 pozos Robbins Scientific) para que no se ev~poraran los antisueros. 

2. Se sembró 1 J.tl de los suero:- de referencia con microjeringa Hamilton múltiple (AH 

Robbins) en cada pozo (especificidades DR1 a DR10). 

3. Se adicionó 1 pi de la suspensión de linfocitos en cada pozo de la placa que 

corresponde utilizando una jeringa Hamilton sencilla (AH Robbins), y se mezclaron 

con un agitador vórtex (Maxi-Mix JI. Thermolyne) para que el suero y las células 

estuvieran en contacto. 

4. La placa se incubó durante 60 minutos a temperatura ambiente. 

5. Se adicionaron 5 ,_,r de suero de conejo como fuente de complemento a cada pozo 

utilizando la jeringa Hamilton múltiple y se agitó suavemente en vórtex evitando que 

se saliera el complemento (C) de Jos pozos. 
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6. Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente con el fin de que se activara el 

complemento y se produjera la lisis. 

7. Se agregaron 5 J.d de eosina amarillenta y se dejaron reposar durante 10 minutós. 

B. Se agregaron 5 itl de formalina neutralizada al 40°/o y se dejaron fijar las células 

durante 30 minutos. 

9. Se colocaron los cubreobjetos sobre fa placa y se guardaron en refrigeración hasta 

su lectura. 

1 O. Se leyeron en microscopio invertido con condensador de contraste de fases (Carl 

Zeiss), se valoró el número de células vivas y muertas y se reportaron los resultados 

con base al siguiente criterio establecido por Paul Terasaki en relación a sus 

experimentos : 

Mortalidad celular : Calificación : Interpretación: 

0-10 1 Negativo 

11-20 2 Negativo 

21-30 4 Dudoso 

31-80 6 Positivo 

81-100 8 Positivo 
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DETERMINACIÓN DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T CD4 y coa 

Los dos subgrupos de células T (CD4 y CDS). se cuantifican mejor mediante el 

uso de anticuerpos monoclonales unidos a un fluorocromo. El usa de fluorocromos de 

dos colores distintos. acoplados cada uno a un anticuerpo particular. permite la 

nuorescencia simultanea de dos colores en células individuales. 

Se aisla una suspensión de células de sangre u otros tejidos, y se marca con un· 

anticuerpo fluorescente u otro fluorocromo y las células teñidas pueden ser observadas 

en un microscopio de epi-fluorescencia o bien valorada mediante citometrfa de flujo 

(Stiles, 1993). 

Método: 

1. Se colocaron 10 ~11 (1:20) del anticuerpo monoclonal CD4 (clona MT 310) y CDS 

(clona DK25) (Dakko) en tubos de ensaye. 

2. Se agregaron 50 ~·I de sangre. se agitar~n ~n vórtex y se incubaron a·4°C durante 30 

minutos en completa oscuridad. 

3. Se agregó 1 mi de solución de lisis de, glóbulos rojos agitando suavemente e 

incubando 10 minutos en oscuridad. 

4. Se adicionó solución amortiguadora de fosf.;~os a, cada tubo y se centrifugó a 1042 g 

durante 10 min. Se repitió el p·~a~~i~ tÍe.S ~e;-~es .. 
5. Se fijó la muestra agr;.'gando 16 ~(C:te:f~~~~I a\'37 % y se colocó en un portaobjetos; 

teniendo cuidado de séllar_el ~úbr-~-(;bj~t~S··~On barniz. 
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6. Se realizó el recuento de células fluorescentes y células no fluorescentes. 

Nota- Las condiciones de oscuridad son esenciales para el proceso. 

DETERMINACIÓN INMUNOENZIMÁTICA DE BETA 2-MICROGLOBULINA HUMANA 

El ensayo inmunoenzimático (Enzygnost beta 2-Microglobulin micro, Behring) 

está basado en el principio de competición para la determinación in vitro de la beta 2-

microglobulina humana. 

En la reacción inmunológica la beta 2-mlcroglobulina de la muestra compite con 

la que se encuentra en el conjugado beta 2-m/POD para fijarse sobre los anticuerpos 

contra beta 2 -m adheridos a la supeñicie de la placa de mlcrotitulación. El exceso de 

conjugado se elimina por l~vado y se determina actividad enzimática. La intensidad 

cromática es inversamente proporcional a la concentración de beta 2-microglobulina y 

se determina fotométricamente a 492 nm. 

EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE DNA 

El aislamiento y la purificación de ácidos nucléicos (DNA y RNA) a partir de 

fueOtes biológicas consiste de tres pasos fundamentales: 

1. Lisis de la membrana celular 

2. lnactivación de las nucleasas celulares 

3. Separación del ácido nucleico deseado a partir de desechos 

celulares. 
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Actualmente existen varias metodologias que permiten la obtención del DNA 

partiendo de diferentes fuentes como por ejemplo: gotas de sangre seca. semen. 

tumores. cabellos, tejidos antiguos, entre otros. Sin embargo la fuente más empleada 

para obtener DNA es la sangre periférica. En este caso el P.rimer p~so es 18 eliminación 

de eritrocitos mediante un choque hipotónico para dejar Jin:1pios a 1f1s.·Jeucocitos. 

Posteriormente se lisan los leucocitos para liberar el ONA. L'a lisi~ puedB llevarse a 

totalidad utilizando detergente iónicos como el SOS. Alternativamente s8 puede hacer 

una lisis can detergentes no iónicos como el NP-40 o el Tritón X-100. En este casa se 

obtienen núcleos que se tisan posteriormente usando SOS. 

En ambos casos la eliminación de proteinas y nucleasas se logra incubando el 

DNA liberado con proteinasa K y efectuando extracciones orgánica~ o mediante el 

empleo de perclorato de sodio y extracciones orgénicas. 

Generalmente la extracción del écido nucleico a partir del lisado celular necesita 

el empleo de disolventes orgánicos muy patentes como e.s ~' cas~ del fenollclorofarrTio 

que separa al ácido nucleico dejándolo en la fase acuosa y al resta de los componentes 

celulares. incluyendo protelnas. las mantiene en la fase orgánica. El procesamiento de 

la muestra requiere de más de dos horas y se emplean grandes volúmenes de muestra 

y reactivo (Du, 1993). 

Método: 

1. Se tomaron 30 mi de sangre periférica con ácido elilendiamÍno tetra acético (EDTA) 

coma anticuagulante (no usar heparina porque inhibe las enzimas de restricción). 
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2. Se centrifugaron a 1042 g durante 5 minutos. 
ESTJ\ 

SALIR 
r-19 ~EBE 
r..::;..unECA 

3. Se tomó la capa de b!ancos de la s~perficie del paquete y se pasaron a un tubo de 

10-15 mi. 

4. Se llenó el tubo cor:' 8-10 ~1_'d~·:~mo'rtiguador de lisis para glóbulos rojos mezclando 

cuidadosamente (V~r a~~~~·¡c,/1 ). g, 
5. Se centrifugó a 1500 g duraríte.15 minutos. 

6. Se eliminó el sobrenadante de los eritrocitos lisados. 

7. Se anadieÍOn nuev'amente 8-10 mi de solución de lisis. 

B. Se centrifugó a 1500 g durante 15 minutos a 4ºC. 

9. Se descartó el sobrenadante. 

10.Se resuspendió el botón de células blancas en 1ml de solución salina de citratos 

(SSC) 1X (Ver apéndice 1). 

11.Se añadieron 4ml del. amortiguador de lisis para glóbulos blancos (Ver apéndice 1). 

12.Se dejó incubando toda la noche a 53ºC en baño Maria. 

EXTRACCIÓN CON FENOUCLOROFORMO/ALCOHOL ISOAMiLICO: 

Método: 

1. Se añadió un volumen equivalente (VN) de una solución de fenal saturado (Ver 

apéndice 2). 

2. Se agitó 10 minutos manualmente de manera suave hasta la obtención de una 

emulsión. 
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3. Se centrifugó a 1500 g durante 15 minutos a 4ºC. 

4. Al terminar. se colocaron los tubos en hielo y se tomó la fase superior para pasarla a 

un tubo limpio (No tomar la interfase). 

5. Se hizo una segunda extr8cCión ~on fenor,.~aturado y. nuevamente. se pasó la fase 

superior a un tubo limpio. 

6. Se hicieron dos extracciones con_ fenol~c!oroformo (v/v) centrifugando a 1500 g 

durante 15 minutos a 4°C. 

7. Se pasó la fase superior a un tubo limpio. 

B. Se hizo una última extracción con doroformo/alcohol isoamlllco (24:1) (v/v) (Ver 

apéndice 2). 

9. Se centrifugó a 1500 g durante 15 minutos a 4°C. 

10.Se pasó la fase superior a un tubo nuevo. 

PRECIPITACIÓN CON ISOPROPANOL ABSOLUTO: 

Método: 

1. Se agregó al DNA extraldo en 5 mi de solución, 170 mi de NaCI 3M ó 100 mi de 

NaCI SM para obtener una concentración final de 100 mM, más un volumen de 

isopropanol absoluto. 

2. Se agitó suavemente durante 20 minutos hasta que precipitó el DNA. 

3. Se recogió el ONA flotante con una varilla de vidrio con la punta curveada. 
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4. Se lavó 10 veces, sumergiendo la punta con el DNA y sacándola, en etanol al 70% a 

-20ºC. 
- . 

5. Se secó el DNA en la varill~ colocándOra: de! forma- -i~~~rtida. 

6. Cuando ya no hubo e~c~so de ·e,~anÓI, se·'.:~es·~·~~~~:d¡~f; en". 1 . mi· de· agua· libre de 

DNAsa y RNAsa dejando 1a P_l:'~!~. ~~~l_a~,~-~;_i!l_~--~~·~·~i~~~:~~~-~.r~\:t_ér __ ~gu~·del tubo y 
- - -- -·- -- .-- ·-·- -· - - . -. -- ····- -·--771-:-:: .-.-.'»' .. -:- ----;:--.·- -

retirándola cuidadosamente cuandó_.~l:_~NA'·eryip~~-?>;á. til~~~~~-~'.s~:·y a _resbalar por la 

varilla. 

7. Se dejó al DNA en agitación continua a 65°C durante 2 6 · 3 horas para que se 

resuspendiera completamente. 

8. Se leyó a 260 nm para obtener la concentración de DNA. La lectura se multiplicó por 

50 y se expresó en ~·g/µI. Puede leerse todo el DNA o hacerse una dilución (1:100 ó 

1:50). 

AMPLIFICACIÓN DE DNA POR PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método in vitro para la 

amplificación enzimática de secuencias especificas de DNA (Barrera, 1993 y Bell, 

1989). La técnica de ~CR tiene la capacidad de sintetizar millones de copias de una 

secuencia especifica de DNA (Lew. 1992 y Eisestein. 1990). 

La especificidad de la técnica está basada e~ dos iniciadores de oligonucleótidos 

que flanquean el segmento de DNA que va a ser amplificado e hibridizado en los 

segmentos opuestos (Eisestein, 1990 y Nevinny, 1991). 
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Método: 

Preparación de las muestras para ser amplificadas: 

1. Mezcia de amplificación para DO~alfa: 

Agua destilada estéril 

Solución amortiguadora PCR.1 OX 

Varia en función a la cantidad de DNA a 

adicionar 

1_0 ¡ti 

Mezcla de nucleótidos 10 ¡ti (2.5 ¡ti de cada nucleótido) 

(dATP, dCTP, dGTP •. dTTP).(Perkin-Elmer) 

Ampli Taq DNA poliinerasa 

Iniciador GH27 

Iniciador GH26 

ONA humano 

0.5 ¡ti 

1.0 pi •• 

1.0 ftl •• •• 

1.0 ¡ti (500 ng/100 ¡ti) 

=> Para evitar la pérdida de la muestra durante el ciclo de amplificación se adicionaron 

100 ~ti de aceite mineral a cada tubo. 

O Ciclo de amplificación: 

1. Desnaturalización 

2. Alineación (35 ciclos ) 

3. Extensión 

.. Ver secuencias de ampliticnción genérica en ur~ndice 3 
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96ºC 1 minuto 

96ºC 1 minuto 

60ºC 30 segundos 

72ºC 1 minuto 

72ºC 5 minutos 



Al finalizar. se dejaron las muestras a 4°C para proceder a verificar la amplificación por 

medio de electroforesis. 

11. Mezcla de amplificación para DO-beta: 

Agua ~estilada estéril 

Solución amortiguadora PCR 1 OX 

Me~~1a de ...;>úC~leótidos 

Varia en función a la cantidad de DNA a 

adicionar 

10fll 

1 O fil (2.5 µI de cada nucleótido) 

(dATP, dCTP; dGTP, dTTP) (Perkln-Elmer) 

Ampli Taq D.N~ p~Íim~ra~a 
Iniciador GH29 

Iniciador 08130, 

DNAhumano 

0.5 fll 

2.0f11 .. •• 

2.0 µ1•• 

1.0 111 (500 ngl100 111) 

=> Para evitar la pérdida de la muestra durante el ciclo de amplificación se adicionaron 

100 µI de aceite mineral a cada tubo. 

O Ciclo de amplificación: 

1. Desnaturalización 94°C 1 minuto 

2. Alineación (35 ciclos ) 94°C 1 minuto 

60°C 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

3. Extensión 72ºC 5 minutos 

Al finalizar, se dejaron las muestras a 4ºC para proceder a verificar la amplificación por 

medio de electroforesis. 

•• Ver secuencias de amplilicación gcn~ricn en apéndice 3. 
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111. Mezcla de amplificación para DR-beta: 

Agua destilada estéril Varia en función a la cantidad de DNA a 

adicionar 

Solución amortiguadora PCR 10X 10 fll 

Mezcla de nucleótidos 10 fil (2.5 fil de cada nucleótldo) 

(dATP, dCTP, dGTP, dTIP) (Perkin-Elmer) 

Ampli Taq DNA poil;,,~;'.~<;~ 
·. ·•,• 

Iniciador GH 50 

Iniciador CRx·:.1 

DNA humano;,':'.. 

0.5 fil 

2.0fil .... 

2.0 p1·· 

1.0 pi (500 ng/100 ftl) 

=-Para evita~ la pérdida de la muestra durante el ciclo de amplificación se adicionaron 

100 ,.t1 de aceite mineral a cada tubo. 

O Ciclo de amplificación: 

1. Desnaturalización 94°C 1 minuto 

2. Alineación (30 ciclos ) 94°C 1 minuto 

55°C 1 minuto 

72ºC 1 minuto 

3. Extensión 72ºC 5 minutos 

Al finalizar. se dejaron las muestras a 4ªC, se retiró el aceite con mucho cuidado 

procediendo a verificar la amplificación por medio de electroforesis. 

••Ver secuencias de nmplincnción genérica en apéndice 3 . 
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TIPIFICACIÓN DE LOS LOCI HLA DO-ALFA, DQ-BETA Y DR-BETA POR 

AMPLIFICACIÓN CON PRIMER SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SSP) 

La serologla era el método ~primordial con el que se contaba para la 

determinación de las especificidades de los alelos HLA clase 1 y 11. sin embargo no era 

posible determinar todos los fenotipos polirnórficos de las subregiones de cada clase de 

alelos (1 y 11) del sistema HLA humano. 

Actualmente. los métodos de biologfa molecular, en particular PCR, han 

permitido determinar la variabilidad genética de la mayoría de los alelos de HLA ya que 

el método de PCR puede ser utilizado especlficamente para amplificar una región 

seleccionada de DNA (Rajalingam, 1996 y Riisom, 1988). 

La mayorla del polimorfismo de las cadenas alfa y beta del /oci HLA clase 11 se 

encuentra localizado en el segundo exón que codifica para el dominio N-terminal. Las 

moléculas HLA-00 presentan un elevado polimorfismo en ambas cadenas (alfa y beta) 

y un estrecho desequilibrio de enlace con la región DR. lo que hace que la tipificación 

de ambas subregiones necesite de métodos más especificas para la determinación de 

tal polimorfismo (Gao, 1990 y Olerup, 1993). 

El método se basa en un iniciador cuya secuencia es totalmente complementaria 

a la del ONA molde. Este procedimiento fue introducido par Olerup y colaboradores 

para la tipificación de los alelos de todos los /oc/ HLA DR, DQA, DQB asl como de los 

alelos del subgrupo OR4. 

Los iniciadores se diseñan y las condiciones se ajustan para que se amplifiquen 

con gran sensibilidad y especificidad alelos o grupos de alelos. La asignación de las 
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especificidades está basada en la presencia o ausencia def producto amplificado. el 

cual se visualiza en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidiO e iluminado con luz 

ultravioleta. Es un método con elevada resolución y los - inici~dores utilizados son 

especificas para identificar la variabilidad del segundo exón (Rudert, 1992. Olerup. 

1993 y Salazar. 1992) 

l. Mezcla de iniciadores: 

• HLA-DR(' 1 (5 mezclas de iniciadores) ••• 

• HLA-00-u.1 (12 mezclas de iniciadores•**) 

• HLA-00-1'1 (14 mezclas de iniciadores) ... ·•• 

Método: 

1. Se tomaron 1 O J.ll de cada mezcla de iniciadores en tubos individuales de reacción 

paraPCR. 

2. Se adicionaron 100 ng de la muestra de ONA. 

3. Se adicionar 50 J.LI de aceite mineral. 

4. Se mantuvo el bloque del Termociclador a 72° C y se adicionaron 1.0 unidades de 

enzima Taq polimerasa (Perkin-Elmer). 

5. Se mantuvo a 72º C durante 1 O minutos. 

6. Se empezó el ciclo de amplificación: 

O Para.metros del ciclo: 

• Desnaturalización 

• Alineamiento 

···Ver las secuencias en apéndice 4. 

94º e 

60ºC 

"'' 

50 segundos 

50 segundos 



• Extensión 72°C 50 segundos 

• Ciclos 35 

• Al finalizar l~s ciclos se dejaron las muestras a 72° C durante 5 minutos 

7. Al terminar el·p·roceS~, se ·reu'ró Con mucho cuidado el aceite de las muestras y se 

procedió a la visualización en electroforesis. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

La electroforesis consiste en mover particulas cargadas (iones) dentro de un 

campo eléctrico. El desplazamiento ocurre en un medio liquido sostenido por una 

sustancia sólida inerte. El liquido. una solución amortiguadora con pH y fuerza iónica 

conocidos, sirve como medio conductor de electricidad en el momento en que se aplica 

un voltaje externo. 

Los geles semisólidos de agarosa y poliacrilamida constan de cadenas 

poliméricas ligadas entre si confiriéndoles una consistencia porosa en la que sustancias 

de peso molecular elevado (protelnas, DNA 6 RNA) pueden ser purificados y 

observados sin ser danados al pasar por el gel (Roitt, 1991, Stites,1993 y Turgeon. 

1996). 

a) Preparación del gel: 

1. Se preparó una solución de agarosa al 1.8 °/o con amortiguador TAE (Tris·base, 

Ácido acético glacial y EDTA 0.25 M. pH B.O) 1x (Ver apéndice 2). 

2. Se disolvió la mezcla en bano Maria. 
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• Extensión 

• Ciclos 

72°C 

35 

50 segundos 

• Al fin31izar los ciclos se dejaron las muestras a 72° C durante 5 minutos 

7. Al terminar el proceso. se retiró con mucho cuidado el aceite de las muestras y se 

procedió a la visualización en electroforesis. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

La electroforesis consiste en mover particulas cargadas (iones) dentro de un 

campo eléctrico. El desplazamiento ocurre en un medio liquido sostenido por una 

sustancia sólida inerte. El liquido. una solución amortiguadora con pH y fuerza iónica 

conocidos, sirve como medio conductor de electricidad en el momento en que se aplica 

un voltaje externo. 

Los geles semisólidos de agarosa y poliacrilamida constan de cadenas 

poliméricas ligadas entre si confiriéndoles una consistencia porosa en la que sustancias 

de peso molecular elevado (proteinas, DNA ó RNA) pueden ser purificados y 

observados sin ser dat'lados al pasar por el gel (Roitt, 1991, Stites, 1993 y Turgeon, 

1996). 

a) Preparación del gel: 

1. Se preparó una solución de agarasa al 1.8 o/o con amortiguador TAE (Tris-base, 

Acido acético glacial y EDTA 0.25 M. pH 8.0) 1x (Ver apéndice 2). 

2. Se disolvió la mezcla en bano Marta. 
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3. Se dejó enfriar la solución hasta que alcanzó una temperatura de 40~50 ºC. 

4:se colocó el peine en la charola para el gel sellando los extremos con cinta 

adhesiva. 

5. Se vertió la mezcla en la charola quitando las burbujas dejando solidificar el gel a 

temperatura ambiente. 

6. Se retiraron la cinta adhesiva y el peine y- se colocó el gel eii--la -cámara de 

electroforesis utilizando como solución amortiguadora de corrimientc? TAE 1x. 

b) Electroforesis: 

Los pozos deben quedar del lado del cétodo. 

1. Para montar las muestras se agregaron 2 ¡.d de solución amortiguadora TAE 1X 

teñida con azul de bromofenol y 5 Jll de la muestra. 

2. Se calentaron las muestras durante 10 minutos a 65° C y se dejaron enfriando en 

hielo durante 5 minutos. 

3. Se centrifugó en microcentrifuga a 24 000 g durante 1 minuto. 

4. Se colocaron cuidadosamente las muestras en cada pozo. 

5. Se aplicó una corriente de 80 volts durante 45 minutos a 2 horas. 

6. Se sacó el gel de la cániara teniendo cuidado de no romperlo. 

7. Se colocó en un recipiente con 250 ¡.ti de TAE y 20 ¡.ti de bromuro de etidio, a una 

concentración de 10 mg/pl. protegiéndolo de la luz durante 30 minutos. 

8. Se colocó el gel en el transiluminador en presencia de luz UV para tomar fotograffas. 

Es indispensable utilizar lentes de seguridad. 
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ANÁLISIS ESTADISTICO 

Para el análisis estadistico de los resultados se determinaron las frecuencias 

antigénicas (FA), génicas (FG), desequilibrio de enlace (0), "chi" cuadrada (X') y el 

riesgo relativo (RR) para cada antlgeno HLA (Avila, 1989, Robles, 1984 y Rodrlguez, 

1990). 

a) La frecuencia antigénica (FA} es la proporción de sujetos del total, que son 

portadores de un determinado antlgeno. 

b) La frecuencia génica (FG) se calcula a partir de la FA la cual se toma en números 

absolutos mediante la fórmula de Haldane cuya expresión es la siguiente: 

FG =1~1-A 1 

e) Desequilibrio de enlace (0)--: indica la diferencia entre la frecuencia haplolipica 

esperada y la observada! 

D= "'ciM1 'v'(b+c) (c+d)/n2 

n= Tamaño de muestra. 

a= Número de individuos con ambos antigenos del haplotipo en cuestión. 

b= Número de individUos con uno de los anUgenos del misn10 haplotipo. 

e= Número de.Individuos con el otro antlgeno del haplotipo en cuestión. 

d= Número de individuos qUe no poseen los antigenos del haplotipo. 

R9 
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La comparación entre dos grupos de estudio en función de dos caracterfsticas 

independientes. se efectúa. generalmente, mediante cuadros de contingencia de 2 x 2; 

de las cuales se c"':11cula taiito ~I Riesgo .Rela·uvo··(RR? cO:ino la X 2 de·~na muestra de 

pacientes, a fin de comparar sus FA con las de una poblaCi6n ;nOrmaL 

Pacientes 

Características Controles 

sanos 

Totales 

b = Número de pacientes sin el antlgeno de interéS. 

e= Número de controles sanos con el antfgeno de interés. 

d = Número de controles sanos sin el antigeno de interés. 

N = Número de muestras. 

Para determinar la asociación de los antfgenos HLA con una enfermedad y su 

signiflcancia estadistica. se calcula el riesgo relativo (RR) y la chi cuadrada corregida 
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por Yates para aquellos antígenos cuya frecuencia antigénica es mayor que la de ese 

antlgeno en la población testigo 

. La- pru-~b~ de X 2 nos indica si la probabilidad de asociación es debida al azar o 

bien sign'ifica.tiva; ·mientras menor sea el valor de la probabilidad (<0.05). mayor es el 

significado de· la .:~Sociación. 

X 2 = (ad-bc-N2)2 NI (a+b) (c+d) (a+c) (b+d) 

El riesgo relativo (RR) indica cuántas veces es más frecuente la enfermedad en 

individuos portadores del antfgeno respecto de los que carecen de éste. Un RR >1 

indica que el antfgeno es más frecuente en los pacientes que en los controles, mientras 

que un RR <1 indica asociación negativa. El valor de x2 ayuda a determinar que tan 

significativa es la asociación HLA-enfermedad. 

RR = (ad)/(cb) 
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RESULTADOS 



Se diagnosticaron 75 pacientes, los cuales fueron agrupadas· d~ la' siguiente 

manera: 34 sujetos con tuberculosis pulmonar,· .. 31 sujetos ·.con SJr:idrome: ·de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y 10 sujetos co_n SIDA y TbP. A tod_os'l;,s ·pacientes 
• .--.• ·'> • 

se les realizó tipificación de HLA - clase 11 por métodos : . se;roiógicos"·: y •:métodos 

moleculares basados en PCR. 

La distribución de las frecuencias génicas en un· grupo d_e pacientes y sus 

testigos sanos, obtenidas de la tipificación serológica, se muestran en el Cuadro 6. 

Podemos observar que los anUgenos más frecuentes son los siguientes: 

Tuberculosis: DR2 (39.62%). DR5 (37.73%). D01 (56.60%) y 003 (75.47%). 

SIDA: DR2 (45.16%). DR5 (64.51%). 001 y D03 (67.74%) 

Tuberculosis-SIDA: DR2 (58.33%). DR5 (41.66%). 

Al realizar el análisis estadfstico (chi cuadrada {X2
}), de los antfgenos de mayor 

frecuencia, observamos que no hay diferencia estadfsticamente significativa cuando se 

comparan con sus testigos sanos. 

Al definir posibles combinaciones entre los antlgenos HLA-DR y DO, se 

encontraron los haplotipos DR2. DR5. D01. D03 en TbP y SIDA que se muestran en 

Jos Cuadros 7 a 21. únicamente la combinación DR2/DQ3, perteneciente al grupo de 

pacientes tuberculosos, muestra asociación estadisticamente significativa (X2 =5.038, 

RR=11.0. p=0.017) (Cuadro 16). 

Por otro lado, las frecuencias génicas del grupo de pacientes obtenidas por 

tipificación a nivel molecular y sus testigos sanos. se presentan en la Cuadro 22. AJ 
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comparar las frecuencias de los.diferentes grupos de enfermos y sus testigos sanos. 

observamos qUe 10~ a1éio's Oiá~· trecden·te~ s~n 1~s que se-ind·,~~n a'continuación: 

Tuberculosis! oai, 1~0101 .. ·· (69.6%).:~Ó50} (~S.4%i; DOIH~0501 (3Él.3%),-0604(12.1 %), 

DRfl 1-1101 c25:~%¡,~150\ C52.9%J: 

SIDA: . DQ~ 1-0101 ';(38.7%),~0501 (41.9%) .. DQfl 1-0302 (39.3%),-0501 (39.3%), DR(l 1-
~-~·' --

1101(4tfo"%¡.-1501 (26.6%).~ ... 

E1 anán'~¡s·. ~~tad·i~uc~ nos revera que 1os siguientes a1e1os presentan una 

diferencia .estadlsticamente significativa en relación al grupo testigo. 

• Tubercul.;~.is: 0Qr11-0101 (X2=29. 7. RR=11.4. p=0.0001), DQfl 1-0501 ((X2=22.05, 

RR=5.52, p,;,0.0001), DR(ll-1501 (X2 =26.01. RR=11.0, p=0.0001) (Cuadros 23, 25, 

32). 

• SIDA: DQc.d-0101 (X2=4.0, RR=2.7, p=0.045), DR(ll-1501 (X2 =4;36:· RR=3.4, 

p=0.037), DRfll-1101 (X2 =15.41, RR=6.6, p=0.0001) (Cuadros 2i.·3.3, 34):·, . 
. ::· · .. -:· 

Al analizar las posibles combinaciones entre los alelos g~nerados p~ra fos /oci 

DRpl, DQcxl y DQ(ll sólo se observó desequilibrio de enlace en las asociaciones DR(ll 

110111501 (X2 =4.11, RR=0.21, .P=0.043) y DOril-010110501 (X2=4.71. RR=0.18, 

p=0.030) de pacientes con tuberculosis pulmonar (Cuadros 36 y 38). 

Los· pScientes con TbP-SJOA no presentaron resultados que aportaran valores 

de significancia por lo que solamente se observan sus frecuencias génicas (Cuadro 22). 

El ligero aumento en las subpoblaciones de linfocitos T citotóxlcos (CDB) en 

pacientes con TbP y la disminución de linfocitos T cooperadores (CD4) en los pacientes 

con SIDA no son indicativos de una relación con dichas patologlas (Cuadro 40). 

Q) 



Sólo 6 de los 34 pacientes con TbP y 10 de los 31 pacientes con SIDA 

presentaron un ligero aumento en la concentración de beta 2-microglobulina, datos que 

no aportaron valores de importancia. 

Cuadro 6. Frecuencias Génicas de HLA-DR y DO obtenidas de la tipificación 

serológica a sujetos inmunodeficientes y sus testigos sanos. 

FRECUENCIA GENICA 

~:.!>~\ SIDA TbP·SIDA Testigos sanos 
n=31 n=10 

OR1 00992 Q_495 o 075 
OR2 o 2229· 0.2594" o 3544'" o 145 
OR3 o 1532 00841 o 0871 o 078 
OR4 o 1204 o 1201 00425 o 174 
ORS o 2108* o 4042" o 2362'" o 156 
OR6 00094 00495 0059 
OR7 0.1204 00495 o 1339 0099 
OR8 o 0287 00495 o 1339 o 032 
OR9 0.0384 00425 o 022 

DR10 00483 00162 o 0425 o 015 
ORX 0.0094 o 146 
001 0.3412 04320 o 1834 o 325 
002 0.1644 0.0641 o 1834 o 174 
"003 0.5047" o 4320· o 1834 0.293 
004 0.0287 00162 04220 
OOX 0.1532 0.2170 0.1339 

El cuadro 6 muestra la frecuencia génica de los anllgenos HLA-DR y DO en todos 
los individuos que participaron en el estudio La proporctén de todos los antlgenos 
clase 11 fue s1m1lar en los testigos sanos y en el total del grupo de pacientes. DR2 
y DRS mostraron un ligero aumento al compararse con los testigos sanos 
(F. Génica 14 5°/o en los testigos sanos contra 22.3% en los pacientes con TbP 
{X"'= 0.017, RR= 1 O, p= 1.0} y 26% en los pacientes con SIDA {X2 = 0.033, RR= 1.0, 
p= O 05} ). Sin embargo. este aumento no es significativo de susceptibilidad o 
resistencia a cualquiera de estas patologlas 
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Cuadros de Contingencia para el Análisis Serológico de los Antígenos HLA clase 

11 más Frecuentes 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Cuadro 7 ~nálisis Se_r~lógico de los Antfgenos HLA-DR2 

x· = 0.017 

p =0.4694 

RR =1.0. 

DR2-

32 

126 

158 

Totales 

53 

208 

261 

N.S 

Cuadro 8 Análisis Serológico de Jos Antlgenos HLA-DR5 

DR5+ DR5- Totales 

20 33 53 

78 130 208 

98 163 261 

.. -X 0.0161 

p =0.6360 N.S 

RR =1.0 

9S 



Cuadro 9 Análisis Serológlco de los Antlgenos HLA-001 

Tuberculosis 001+ 

Pacientes 30 

Testigos sanos 114 

Totales 144 

X = 0.017 

p =0.05 

RR=1.0 

Cuadro 10 Análisis Serológlco de los Antlgenos HLA-003 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

·-X - 0.021 

p =0.1040 

RR =1.0 

003+ 

40 

152 

192 

003- Totales 

13 53 

50 202 

.· 63 255 

N.S 

96 



SIDA 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Cuadro 11 

"'= X 0.033 

p =0.0593 

RR =1.0 

Cuadro 12 

Análisis Serológico de los Antigenos HLA-DR2 

DR2+ DR2- Totales 

14 17 31 

94 114 208 

108 131 239 

N.S 

Análisis Serológico de los Antlgenos HLA-DR5 

SIDA DR5+ DRS- Totales 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

.. -X 0.0364 

p =0.0602 

RR =1.0 

20 

134 

154 

11 31 

74 208 

85 239 

N.S 
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SIDA 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

SIDA 

Pacientes 

Cuadro 13 Análisis Serológlco de los Antlgenos HLA-001 

001+ 001- Totales 

.. X - 0.0463 

p =0.0633 

RR=1.0 

Cuadro 14 

21 10 31 

137 65 202 

156 75 233 

N.S 

Análisis Serológico de los Antlgenos HLA-003 

003+ 003- Totales 

21 10 31 

Testigos sanos 137 65 202 

Totales 

·-X - 0.0463 

p =0.0633 

RR =1.0 

156 75 233 

N.S 
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Cuadro 15 An81isis Serológico de los Antígenos HLA-DR2/DQ1 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

1-- Totales 

DR2/D031+ 

. X - O 685 

p =O 800 

RR =0.73 

11 

10 

2·1 

DR2/D031- Totales 

18 29 

12 22 

30 51 

N.S 

Cuadro 16 Análisis Serológico de los Antígenos HLA-DR2/DQ3 

DR2/D03+ 

20 

·------~-, 

x- - 5.038 

p =0.017 

RR =11.0 

DR2tD03-

11 

31 

Totales 

12 

52 

s 



Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

cuadro 17 Análisis Serológico de los Antigenos HLA-DRS/001 

DR5/D01+ 

13 

7 

20 

.. -X 0.596 

p =0.440 

RR =1.8 

DR5/D01- Totales 

16 29 

16 23 

32 52 

N.S 

Cuadro 18 Anélisis Serológico de los Antlgenos HLA-DR5/DQ3 

DR5/DQ3+ 

·-X - 0.581 

p =0.317 

RR =0.48 

13 

6 

19 

'ºº 

DR5/D03- Totales 

27 40 

6 12 

33 52 

N.S 



SIDA 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

SIDA 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Cuadro 19 Analísis Serológico de los Antlgenos HLA-DR2/DQ1 

DR2/D01+ 

.. X - 0.388 

p = 0.459 

RR = 0.47 

B 

6 

14 

DR2/001- Totales 

14 22 

5 11 

19 33 

N.S 

Cuadro 20 Análisis Serológico de los Antígenos HLA- DRS/001 

DRS/001+ 

.. X - 1.167 

p = 0.217 

RR = 3.3 

16 

4 

20 

101 

DRS/001- Totales 

6 22 
.. 

5 9 

11 31 

N.S 



Cuadro 21 Análisis Serológico de los Antlgenos HLA-DRS/003 

SIDA DRS/003+ DRS/003- Totales 

Pacientes 4 7 21 

Testigos sanos 6 4 10 

Totales 20 11 31 

.. = X 0.002 

p=1.00 N.S 

RR =1.3 
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Cuadro 22. Frecuencias genlcas de HLA·DRlll, OQu 1 Y \11 oblemdas por t1p1ficae1ón molecular de su¡etos inmunodefic1entes y sus testigos sanos. 

DQ ul 1 TbP 1 SIDA 1 TbP.SIOAI Teslogos 1 OQ 111 1 TbP 1 SIDA i TbP·SIOA/ Teslgos / OR 111 TbP / SIDA / Tesbg°' 

111111 I um· 1 O!liO 1 o~m 1 0.094 1 O!OI 1 Ol2'1h 1 U1Wi7 1 o2~2'' 1 0157 1 llOI o 12~ 1 1 0.!6'11' 1 0.057 

OI02 Ollllh7 1 OIJW 1 0089 1 O~O! 111!~ 1 1111~ 1 ¡o.1 1 ll "\1,s 1 J 015 

UlhJ 1 Ofll\! 1 11101'1 0015 ] 01111 1 Hl~~I 1 IH¡XU 1 111''2'1 j 0142 11111 1 •1111u 

IJll;.I j 1107~t¡ ) 11 [llJ'I ) l¡jli'I !l!U! 1 11:21~ ! 1!1%7 ' 11 :'J:•i 1 o 200 IM ) 11111~.~ ) 111111,,, ) J021 

11~!11 ! 1!1~1!' 1 llllW 0105 1 11111; 1 111111.· 1 1111n' 12111 nc1'I• 

11 ;q¡ 1 11t~l'i1 1 11111•1; !1 •1~1 0005 1 ~11~ 1 '"" ·~ 

IJ\U! ! 1)11\117 111;;•¡ 111111 1 1111•1·1 1 111;x1o 1211: .,,,¡,,\ 

11~1!1 ¡ ll!ilh' ¡ 1111.~ll 0142 ¡ 111112 ¡ lllJ111' 11101112 0142 l.'11-1 

11it1I j 11 :1.i~ i 11 ~ \7<¡ ¡ 11 ~·l~'' 1 o 1S.t 1 ll~ill 1 11.11u· 1 111\~I. ! "~·1:•1 ( 0.052" ! 15111 1 llJU' ( 11.w1.· ! o 047 

h'•!!I J 111~•2' 1 11 lt•!'I 1 11 l :1•¡ ll'H2 1 'i P :i.· j 11 Ulh! 

"' 1111 ;11· 1 1111 ;~· 11•111 1111.1•1i 

ilh+ll 11 1~111 

0026 1•11! 

0042 1>11; 

!''11 

J015 

! 
..:._~ 

1 
!1!•11: 1111111··r111111.: OOiS lh111 1 '111:·~1 11 11 ¡, 

l'hH l j 1 •111 ;~; 0015 11.112 1 'l •11 ¡~ 11,,,,, 1 :,015 

¡ i11o1ll i11~.~· 'l lll'li 

1 '""" 0015 I''"' 

T 

1 lh lh 
1111S~ 1 

El cuadro 22 mues Ira la frecuencoa genica ¡F G J de los alekls HLA·DOu 1.·DOil 1 y DR\11 en los mdoviduos involucrados en el estud:o 

La mayona de los alelos cmrespond1enles a los genes HLA clase 11 presentan una proporc•ón som1la1 en los testigos sanos 

y en el total de el grupo de pacientes con excepción de los alelo~ marcados con un asterisco que fueron s1grnf1cat1vamente e:evados al 

compararse con sus testigos sanos Este es el caso de HLA-DOut'0101 iF G = 9.4% en Testigos sanos IT s J cont1a F G '44 94% X1 

= 29 7. p= O 0001 en pacientes con tuberculosos pulmonar {TbP}) HLA·DO¡l 1'0501 iF G = 5 2% en T s contra F G = 22 14%. X'= 

22.05. p= O 0001 en pacientes con TbP) HLA-DR/11'1501 iF G = 4 7% en T s contra F G = 31 4% X'= 26 01 p= O 0001 en TbP y 

14 36%, x' = 4 36. p= o 037 en SIDAJ HLA·DR¡11·1101 ¡F G = 5 7% en Ts contra F G = 27%, X2 = 15 41 p= 00001 en pacientes con 

SIDA) 
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Cuadros de Contingencia para el Análisis Molecular de los Antígenos HLA clase 11 

más frecuentes 

Cuadro 23 Análisis Molecular de los Antlgenos HLA DQrL1-0101 

Tuberculosis 0101+ 0101- Total 

OCu.1 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

DQul 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

.. -X 29.7 

p =0.0001 

RR =11.4 

Cuadro 24 

.. X - 0.202 

p = 0.653 

RR 

24 g 33 

18 77 95 

42 86 128 

s 

Análisis Molecular de los Antlgenos HLA 0Qa1-0501 

0501+ 0510- Total 

15 18 33 

37 58 95 

52 76 128 

N.S 
=1.3 
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Tuberculosis 

DQJ\l 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

DCJ\1 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Cuadro 25 

1 . X - 22 05 

p = 0.0001 

RR =5.52 

Cuadro 26 

.• = X 2.26 

p= 0.132 

RR = 4.2 

Anélisis Molecular de los Antlgenos HLA DQP,1-0501 

0501+ 0501- Total 

13 20 33 

10 85 95 

23 105 128 

s 

Análisis Molecular de los Antlgenos HLA 00~1-0604 

0604+ 

1 

0604- Total 

4 ¡ 29 33 

~ 
92 95 

121 128 

N.S 
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Cuadro 27 Análisis Molecular de los Antlgenos HLA D0cL1-0101 

SIDA 0101+ 0101- Total 

DQul 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

SIDA 

OQal 

Pacientes 

.. = X 4.0 

p = 0.045 

RR= 2.70 

Cuadro 28 

Testigos sanos 

Totales 

.. -X 0.16 

p = 0.688 

RR = 1.2 

'' 

12 19 31 
' 

' ' 

18 77 95 

30 96 126 

s 

Análisis Molecular de los Antlgenos HLA 00a1-0501 

0501+ 0501- Total 

14 17 31 

37 58 95 

51 75 126 

N.S 
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SIDA 

ca 111 

Pacientes 

Tesigos sanos 

Totales 

SIDA 

DQ JU 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Cuadro 29 

.. X - 0.007 

p = 0.933 

RR = 0.94 

Cuadro 30 

.. = X 3.29 

p =0.069 

RR =2.95 

Analisis Molecular de los Antl9enos HLA 00¡11-0302 

0302+ 0302- Total 

12 19 31 

38 57 95 

50 76 126 

N.S 

Analisis Molecular de los ·A.;tl9enos HLA DQp1-0501 

0501+ 0501- Total 

8 23. 31 

10 85 95 

18 108 126 

N.S 

107 



Tuberculosis 

DRJ\1 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

Tuberculosis 

DR 111 

Pacientes 

Cuadro 31 

•< -X 1.97 

p =0.160 

RR = 2.34 

Cuadro 32 

Testigos sanos ,, 

Totales 
' 

·- -X -.26.01 

p = 0.0001 

RR = 11.0 

Análisis Molecular de los Antl9enos HLA DR[\1-1101 

1101+ 1101- Total 

8 26 34 

11 84 95 .. 

19 110 129 

N.S 

Análisis Molecular de los Ant19enos HLA DRP1-1501 

1501+ 1501- Total 

18 •' 16 34 

9 86 95 
;_.,, : 

27 102 129 

s 
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SIDA 

DRpt 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

SIDA 

DRPI 

Pacientes 

Cuadro 33 

·-X - 15.41 

p = 0.0001 

RR = 6.68 

Cuadro 34 

Testigos sanos 

Totales 

.. -X - 4.36 

p = 0.037 

RR = 3.4 

Análisis Molecular de los Antlgenos HLA DRJ\1-1101 

1101+ 1101- Total 

14 16 30 

11 84 95 

25 100 125 

s 

Análisis Molecular de los Antlgenos HLA 0Rp1-1501 

1501+ 1501- Total 

8 22 30 

22 86 95 

17 108 125 

s 

109 



Cuadro 35 Análisis Molecular de los Antígenos HLA DQa1-0101/0501 

Tuberculosis 

DCol 

J:='acientes 

Testigos sanos 

Totales 

010110501+ 

•< = X 4.716 

p =0.030 

RR =0.18 

9 

20 

29 

0101/0501- Totales 

10 19 

4 24 

14 43 

s 

Cuadro 36 Análisis Molecular de los Antlgenos HLA DQa1-0101/0501 

SIDA 

DO al 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

0101/0501+ 

.. -X 20291 

p =O. 130 

RR =0.2 

4 

12 

16 

010110501- Totales 

14 18 

12 24 

36 42 

N.S 

"º 

~1-'-"·'1-------------·------~--~------~~-·--~·-,·---~·-··---·~----,~--~--~· ·-



Cuadro 37 Análisis Molecular de los Antígenos HLA DQ[\1-030210501 

SIDA 

DQ lll 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

0302/0501+ 

,. = X 0.0423 

p =0.473 

RR =0.46 

3 

13 

16 

0302/0501- Totales 

8 11 

16 28 

24 40 

N.S 

Cuadro 38 Análisis Molecular de los Antlgenos HLA DRJ31-1101/1501 

Tuberculosis 

DR PI 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

1101/1501+ 

,. X -4.114 

p =0.043 

RR =0.21 

4 

14 

18 

1101/1501- Totales 

17 21 

13 27 

30 48 

s 
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Cuadro 39 Análisis Molecular de los Antlgenos HLA 0Rf~1-1101/1501 

SIDA 

DR n1 

Pacientes 

Testigos sanos 

Totales 

1101/1501+ 

·-X -0.683 

p =0.409 

RR =OA2 

4 

13 

17 

1101/1501- Totales 

8 12 

11 24 

19 36 

N.S 

Cuadro 40. Valores de Subpoblaciones de Linfocitos T circulantes 

TbP SIDA Testigos sanos 

N=34 N=31 

Linfocitos T Totales 44 38 62+/-5.4 

Linfocitos T Cooperadores 40 27 45+/-5.0 

(CD 4") 

coa 37 35 23+/-5.8 

CD 4/CD 8 1.09· . 1.1 2.0+/-0.8 
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DISCUSION 



En este trabajo intentamos definir la frecuencia de las moléculas HLA clase 11 en 

pacientes mestizos mexicanos con TbP y pacientes con SIDA y de esta manera 

establecer la influencia genética de predisposición a la tuberculosis y a la patologia de 

HIV. 

Se ha observado en estudios realizados con enfermedades asociadas a HLA. 

que ciertos antlgenos HLA-DR y ~DO_ predominan en ellas (Pospelov, 1996). Los 

estudios que se han uev~~'--~ a ca~~~· ·en', pacientes con Tuberculosis Pulmonar incluyen 

sujetos caucásicóS~ o·r1ent~íe~·;Y>3r~iCá"_ri'?·s, en.los que se ha encontrado asociación de la 

:=~::::·r"~:ti~~,~~~;,1r~::0 ,:º:-::::.:~:::::~.:':~.::::: 
mestiza mexicar1~}i~~'.~~~~~~~~·~¡~~~·~ .una asociación significativa con OR2 más no con 

,. ___ ,. ·······:,; .. •>:\-·"· 

HLA-001 (oiva.a·:,"1994 y',í'E."rá~: ,1992) .. ',··- -~<1.· ... 
En -·.a··que.·--~~Sp·e·Ch~(~a~·,c,s.,·pacientes con SIDA, los resultados más sobresalientes 

,,,,.... ;-'" ~ 

que se menciOnan·-~.:i-'1cl li¡~ratura~ es el aumento significativo en la frecuenc~a de·HLA-
• ·~ •• '.' ·.--'\ • ''. ,; •• , · •. >, 

DR5 y en alguno_s·'caso_s HLA-DR2 en pacientes caucásicos (Suzuki, 1996). 

Es ne~~s·~~¡'c;-t~~er presente que las moléculas de clase 11 manifiestan un elevado 
:- . . : :.'. . . ~ :.:·~·:'.'. . 

polimorfismo.' el arlugeno OR en su cadena polimóñica (l o en ambas ca~enas como el 

antlgeno OO. Esto trae como consecuencia un inconveniente al momento de ser 

analizado por métodos serológicos por la limitación al definir los aletos. Para la 

precisión en ta identificación de alelos es necesario emplear técnicas basadas en 

biologta molecular con métodos basados en PCR como lo es el de Primer Secuencia 

Especifica (SSP por sus siglas en inglés) que resulta ser exacto y muy sensible. 
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La mayoria.de los estudios realizados para determinar la susceptibilidad a TbP,Y 

a SIDA. se han llevado a cabo empleando métodos serológicos sin poder ser 

comparados con métodos moleculares para su confirmación. 

Rajalingam en 1996, en un estudio realizado en pacientes hindúeS; _ rUsos, 

indonesios y chinos con tuberculosis pulmonar encontró. por_ métodos~íi:-Citecul~res, un 
·. . 

moderado aumento del subtipo de HLA 1501 (DR2), indicand.~-~·~u.~~ -; s~_~_CePtibili~ad 

ligada con este alelo. 

En nuestro trabajo se encontraron datos importantes'.que .~ueden dar la pauta 

para próximos estudios con ambos grupos. 

En los pacientes con tuberculosis se enc:Ontró ~ue 8xi-ste .U~a n:'ayor presencia. 

la cual es estadlsticamente significativa con el aleto· de HLA 1501 (DR2) que pudo ser 

comprobada por los métodos moleculares al identificarse los alelos de mayor 

frecuencia. permitiendo afirmar que la asociacióri de tuber.culosis· con el alelo 1501 

(DR2) es representativa de susceptibilidad. Del mismo modo, los pacientes con SIDA 

muestran asociación con el aleo 1101 (DRS) sin embargo su susceptibilidad no se ve 

tan marcada como en los pacientes con tuberculosis. 

La asociación encontrada en los /oci DR/DQ es significativa para los haplotipos 

que incluyen los alelos HLA antes mencionados, sin embargo, al hacer el análisis de las 

posibles combinaciones de alelos de diferentes loci. observamos que no hay 

asociaciones importantes entre los genes de DRJ31 y DQcx.1 y DQpJ. lo cual nos sugiere 

que no existe desequilibrio de enlace en las patologias exploradas. 

De los genes que comprenden a la subregión oa. únicamente DOr\1 determina 

el tipo serológico de la molécula y un hecho que resulta relevante es el aumento 



significativo de DOal •0101 en pacientes con TbP y SIDA, este hallazgo por el 

momento no tiene explicación. 

Por otro lado, se han reportado casos en los cuales- se observa-. Una- correlación 

altamente significativa del alelo 001 y el aumento de la beta 2 microglobulina; asf como 

alteraciones importantes en las subpoblaciones de células T. Sin embargo. en nuestro 

trabajo no se presentó correlación del alelo 001 con la beta 2 microglobullna; del 

mismo modo resultó no significativa la relación con las subpoblaciones de células T. 
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CONCLUSIONES 



Por su mayor grado de asociación. los antlgenos HLA marcadores de 

tuberculosis pulmonar y SIDA en los mestizos mexicanos. determ_ina~c:>s p~r .~erologia. 

son e~-D_R2-y el,qRs. respectivamente. Por métodos mole~ula~~~~-}~~-_'91elf?S •1so1 

(DR2) para TbP y •1101 (DR5) para SIDA resultaron significativamente Incrementados. 

En los pacientes con SIDA se encontró el alelo •1101 (DR5); sin embargo su 

significancia estadistica no es indicativa de que sea un marcador predisponente a la 

enfermedad ya que debe tomarse en cuenta que los factores Involucrados en la 

Infección con HIV son muy variados. 

Los niveles circulantes de las subpoblaciones de linfocitos T CD3, CD4 y CDS: 

asi como los niveles de Beta 2-microglobulina no parecen reflejar algún fenómeno 

clinico o inmunológico en los pacientes de ambas patologias. 

La serologia no nos permite conocer todas las variantes alélicas que pueden 

encontrarse en las regiones del sistema HLA y asl determinar si alguna de ellas se 

encuentra involucrada en la susceptibilidad o resistencia a una determinada patologia. 

Los métodos moleculares confieren resultados más exactos y precisos en la tipificación 

de moléculas HLA clase 11 al identificar subtipos de las regiones DQ y DR (alfa y beta). 
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APENDICES 



APÉNDICE 1 

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE LISIS PARA CÉLULAS BLANCAS 

Tris-HCI, pH 7.6 

EDTA, Ph B.O 

NaCI 

sos 
Proteinasa K 

0.01 M 

0.2% 

0.01 M 

O.OSM 

300 ~19/rnl 

Disolver por separado el Tris-HCI en un volumen mlnlmo de agua libre de DNAsa y RNAsa y 

ajustar el pH a 7 .6 utilizando HCI o NaOH según se requiera. 

Preparar el EDTA en un volumen mlnimo de agua libre de DNAsa y RNAsa y ajustar el pH a 8.0. 

En un matraz aforado estéril mezclar las dos soluciones antei-iores adicionando el NaCI, la proteinasa 

K y el SDS. disolver todos los reactívos hasta tener una solución homogénea y se filtra al vaclo. 

Guardar la solución en allcuotas de 150 mi para almacenar y en allcuotas de 20 mi para uso 

constante a -20ºC. 

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA DE LISIS PARA CÉLULAS 

Tris-HCI, pH 7.6 

MgCl2 

NaC~ 

0.01 M 

0.005 M 

0.01 M 

Mezclar los reactivos en agua libre de DNAsa y RNAsa, aforar al volumen deseado y guardar la 

solución a temperatura ambiente. 

SSC 20 X (por litro): 

NaCI 3.0M 

Citrato de Sodio 0.3M 

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10 M en 800 mi de agua destilada y aforar a un litro. 
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APÉNDICE 2 

FENOL SATURADO EQUILIBRADO 

Antes de usar el renol debe equilibrarse a pH mayor de 7.8, porque el DNA puede quedarse 

dentro de la fase orgánica si el pH es acido. 

El feflol bidestilado se debe almacenar a -20ªC. Cuando se prepara el fenol equilibrado se funde a 

6BºC (Bat\o Maria). 

Al fenal liquido le adiciona B-h1droxiquinolina a una concentraciOn final de O. 1 º/o. La 8-

hidroxiquinollna es un antioxidante. un inhibidor parcial de RNAsa y un quelante débil de Iones. 

Anadir un volumen igual de Tris-HCI 0.5 M . pH B.O a temperatura ambiente. Agitar con una barra 

magnética durante 15 min. permitir que se separen las dos fases. eliminar la fase superior (acuosa). 

Adicionar a la fase inferior (fenóhca) un volumen igual de Tris-HCI 0.1 M, pH B.O. Agitar con barra 

magnética 15 min. remover la fase acuosa Repetir hasta que la fase fenólica alcance un pH mayor de 

7.8 {aproximadamente pH 8 0) 

Después de que el fenol esta equ1hbrado. remover la fase acuos~ y adic::ioriar 0.1 volumen de Ttis

HCI 0.1 M, pH 8 O conteniendo O 2º/o de 2-mercaptoetanol. 

Guardar en un frasco ambar a 4ºC por periodos mayores de un mes. 

FENOUCLOROFORMO 

Para preparar el fenollcloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol saturado o tomar 

solamente la fase fenóhca y mezclar cantidades iguales de fenol saturado y cloroformo/alcohol 

isoamllico. Mezclar. dejar a 4°C toda la noche y u_tilizar la fase inferior. 

CLOROFORMO/ALCOHOL ISOAMILICO 

Tomar 24 partes de cloroformo puro y anadir una parte de alcohol lsoamllico. mezclar y guardar a 

4°C. 

TAESOX: 

Tris-Base (Sigma) 

Acldo acético glacial 

EDTA 0.25 M, pH 8.0 

242.0 g 

57.1 mi 

200.0 mi 
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APÉNDICE3 

Ampltflcaclón Genérica 

Gen Secuencia Producto ( pb) 

DRB1 274 

CRX11 TCTAGAAGTACTCTACGTCT 257 

GH50 CTCCCCAACCCCGTAGTTGTGTCTGCA 272 

OOA1 229 

GH27 CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG 229 

GH26 GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG 242 

0061 214 

GH29 GAGCTGCAGGTAGTTGTGTCTGCACAC 263 

06130 AGGGATCCCCGCAGAGGATTTCGTGTACC 263 

lmc1adores para la amphf1caclón genénca que ampl1f1can el segundo exOn de los loci DRB1. OOA1 y 
081 (Perkln-Elmer, 1996). 
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MEZCLA DE INICIADORES PARA LA TIPIFICACIÓN DEL LOCUS DQ~I (Olerup, O. 1993). 

HOMBRE 1 SECUEJjCIA 1 SECUEJjQA 1 fllEClflCIOAD TAlWiO~I 

BI CGGAGCGCGTGCGGGG GCTGTTCCAGTACTCGGCM 0061'0501 128 

" TGCGGGGTGTGACCJ.GAC TGntCAGTACTCGGCG':T OQBIWl "' 
" TGCGGGGTGTGACCAGAC GCGGCGTU.CCGCCCCw\ 0081'0503 " 
" GCCATGTGCTAcnCACCMT CACCGTGTCCMCTCCGCT oa11uo1 1• 

SI CGIGCUTCnGTGACCJ.G,t.T GCTGncCAGTACTCGGCAT .,.,..., 121 

.. GGAGCGCUTGCGTtnGTA GCTGTTCCAGTACTCGGCAT 0081'lli03'Qi01 "' ,. r r,1c;:.:c~,v: ·•;1,1~_:;:·· •,'~~ATCCCGCGG1ACC 0081".lill' "' 
" GTGCGTCflGTGAGCAWG GCMGGlCGTGCGGAGCT DOB1'D21ll'll202 205 

" GACGCAGCGCGTGCGTCT CTGntCAGTACTCGGCGG OQBl"ll201'0202~ "' 
''º GACWGCGCGTGCGIT.l AGTACICGGCGTCi\GGCG 0QBl'lll01"0l)I "' 
'" GACGGACiCGCGTGCGnA AGTACTCGGCGTCAGGCG OOBIUJCr.:'IDDl2 122 

,,, GACGGAGCGCGTGCGTTA CTGrTCCAGTACTCGGCGT OOBl'Olil "' 
'" CACCAACGGCACCGAGCr GGTAGrn;TGTCTGCATACG OQBl"GolOI "" 
'" CACCMCGGGACCGAGCG GGT.\Gm:iTGTCTGCATACG """'"' "" 
81-2 GTGCGGGGTGTGACCAGAT TGTTCCAGTACTCGGCGCT 0081'0Si4 1" 

"' CGTGTACC.lGmAAGGGCC GCAGGATCCCGCGGTACC OQBl'l.'605 l~ 

e;¡ , GGl.GCGCGTGCGTGTTGTA TGCACACCCTGTCCACCG 0081~ 176 

ª'·2 G,1,CGGlGCGCGTGCGiCi AACTCCGCCCGGGTCCC OQB1'tEll2u..il'lli08 "' 
'" G(.l.GCGCGTGCGTCTTGTA GCTGntO.GTACTCGGCM 

,.., ______ 
121 

'" GGAGCGCGIGCGTCITGTA CAACTCCGCCCGGGlCCT 

,,.... ________ 
"' 

91.2 GACGGAGCGCGTGCGITA CTGTTCCAGT.lCTCGGCGT 00Bt'tti01'0l01 "' 
"' GACGGAGCGCGTGCGTTA ~TGntCAGIACrcGGCGG 0Q81"0lJ' '" 

lll 
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