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RESUMEN



La Tuberculosis pulmonar (TbP) sigue siendo un problema importante de salud
en el mundo, la pandemia causada por la infeccion del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (HIV) y su asociacidén con TbP, ha causado un considerable aumento en la
incidencia de ésta en muchos paises. Para dicha patologia existe predisposicion por
factores ambientales. nutricionales y genéticos.

Dada la frecuencia de TbP en nuestro pais. el aumento en los casos de HiV y
por la falta de estudios realizados en la poblacidn mexicana, et 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 Il (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 il por
meétodos seroldgicos (microlinfocitotoxicidad) y por métodos moleculares (PCR-SSP).
Los resultados de la tipificacién seroldogica mostraron una asociacion significativa con
DR2 para TbP y DR5 para HIV .

Para definir con mayor precision el subtipo que corresponde a DR2 y DRS5, se
utilizé el método de primer secuencia especifica. Los resultados nos indican que los
alelos 1501 (DR2) (X?=26.01, p=0.001) y 1101 (DRS5) (X?=15.41, p=0.001) muestran
significancia estadistica. Los datos anteriores nos revelan que los alelos que pudieran
conferir susceptibilidad a ila enfermedad estan relacionados con la region HLA-DR.



INTRODUCCION




La historia de la tuberculosis (TB) nos relata que se han encontrado rastros de
esta enfermedad desde hace 2000 anos antes de Cristo (Reichman, 1993).

La tuberculosis sigue siendo un problema importante de salud en el mundo.
Actualmente. la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 2000
millones de personas se encuentran infectadas con Mycobacterium tuberculosis:
ascendiendo la mortalidad a 3 millones de defunciones, lo que nos indica, que una.
tercera parte de la poblacion se encuentra infectada con el bacilo de la tubércul‘osis
(95% en los paises en vias de desarrollo y 5% en los paises indust;ializéaos)
(Reichman, 1993 y Richter, 1995). '

Aun cuando en este siglo la medicina y la tecnologia se han'desarrollad‘o de
manera importante. la tuberculosis ha continuado siendo un solido problema de salud
en dos terceras partes del mundo. Es una enfermedad frecuente en los paises en vias
de desarrollo y México no es la excepcion (Olvera, 1994). Afecta predominantemente a
individuos con escasos recursos econdémicos, en los que la desnutricidon, insalubridad y
hacinamiento son el denominador comun. Sin embargo, en algunas familias., aunque
todos sus miembros comparten las mismas condiciones amb?entales. nutricionales, _
solamente uno o dos de ellos adquieren al enfermedad; lo que lleva a uno a supdner
que existab‘cien“af ‘sus:céb’tibilidad genética a desarrollar la enfermedad (Teran, 1992).

’tu!vSe’ culosis un problema de gran relevancia en México, se ha

umento - en la incidencia de cepas resistentes - de

arldiferentes tipos de farmacos (Beck-Sague, -1992);
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pandemia causada por fa infeccion del Virus de 1a Inmunodef‘cuencia Humana (HIV) yla

evudencla de un asociacién ent

la TbP y Ia Infecclém por HIV ‘ha causado

|mponantes aumentos en Ia In encna ‘de TbP en algunos palses (Reichman, 1993
Rlchler. 1995)

4 Debldo

Humana (SIH de 1981, las personas con esta enfermedad presentaban
una def‘clencta severa en su snstema inmunoldgico, sin ninguna causa aparente. El

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

documentados en més de 170 palses y 10 millones de personas nfectadas con HIV en
todo el mundo (Qulnn 1996)
La aparicién de mfecc:ones oportunlstas poco frecuentes omov neumonias

causadas por Pneumocystrs carinii o tumores poco comu e omo el ‘Sarcoma de

Kaposi, permltleron obtener los reportes de Ia smtomatologla de d{cha enfermedad yen
ésta se mostraba prevalencia’ en homosexuales actlvos, usuarios de drogas
intravenosas, 'y hemoflllcos: mas tarde se observaron los ~‘mismos sintomas en
receptores de"transfusiones y en nifios infectados por sus madres (séorza. 1986).

En Latinoamér'iéa. Ié realidad del HIV y SIDA es cada dia mas alarmante. En
México, la epidemia del SIDA se ha extendido debido principalmente a la promiscuidad
sexual, drogadiccién y sobre todo a una evlgienle falta de informacién sobre la

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



En paises en vias de desarrollo la tuberculosns ha emergldo como una de las

extrafio ya que se encue conformado por una gran cantidad: de genes muy.:

importantes que desencadenan una respuesta inmunonolégica * apropiada (smes.

1993).
Los genes del MHC, que en el humano se les denomina HLA~‘(p\or' Hurﬁan
Leucocyte Antigens), se encuentran localizados en el brazo corto del cromosoma 6
(Arnaiz-Villena, 1993) y por caracteristicas estructurales y de localizacidon, se pueden

clasificar en tres diferentes clases de moléculas, de las cuales, las de clase | y clase I

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

antigénicos a las células T citotdxicas (CD8) y a las células T cooperadoras (CD4),

respectivamente (Van Rood, 1993).
Una de las caracteristicas mas importantes de estas moléculas, es su gran

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



variaciones denominados alelos dentro de un mismo J/ocus: haciéndose mas evidente
en las moléculas de clase Il al ser tipificadas por métodos serolégicos, celulares y mas
ain, por métodos mas éspeclﬁcos come la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

SouthernBlot y otros (Chia; 1995).
El sistgma infnunclégico ha ido evolucionando rapidamente de generacion en

generacidn y ‘muchos de estos cambios afectan a los genes polimérficos, genes que

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

anticuerpo (Stites,1993).

1
1



ANTECEDENTES



COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). fue descrito originalmente
por su importancia en el rechazo o aceptacién de trasplantes ya que presenta una
funcion decisiva para la viabilidad del injerto (Festestein, 1981).

En 1916 Little establecid los principios basicos de los trasplantes al demostrar
que injertos cutaneos de estirpes idénticas tenlan éxito, mientras que los aloinjertos
fracasaban (Festestein, 1981). .

Los estudios realizados por Gorer en 1936 establecieron que la reaccion entre
aloinjertos en ratones estaba relacionada con el grado de histocompatibilidad de los
aloantigenos descubriendo lo que creyé era otro sistema sanguineo en el ratén, cuyos
genes codificaban al antigeno 2 denominandolos genes de histocompatibilidad o H
(Festenstein, 1981 y Goulub, 1981).

En 1947 Gorer, Lyman y Snell demuestran que el gen para ef antigeno 2 se
encuentra en el cromosoma 17 en donde se localiza el gen que causa anormalidades
en la cola (braquiuria). En 1955, Allen demuestra que no se trata de un sdlo gen sino de
un sistema alelomarfico H-2 diferenciado (Festenstein, 1981, Robles, 1984, Goulub,
1981). En 1953, Amos demuestra que el producto de los genes de esa region podia
detectarse por leucoaglutinacion (Festenstein, 1981, Robles, 1984 y Goulub, 1981).

En 1943 Medawar y colaboradores demostraron las bases inmunologicas del
rechazo de traspilante de tejido normal, comparando trasplantes de piel autdloga y

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



ratones recién nacidos, inyectando celulas linfoides del donador. de!l injerto de piel
(Festenstein,1981). Los descubrimientos del sistema HLA.’ indepeqdientes del sistema
H-2, se iniciaron entre 1920 y 1950 (Festenstein, 198;). En 1558. Dausset descubre en
individuos transfundidos la produccion de anticuerpos aloespeﬁlﬂéos. reaccionando con
individuos no relacionados para el primer antigeno leucocilarioﬁ al qu llamo Mac (ahora
HLA-A2) (Bach, 1976). Payne y Van Rood lo descubren en sueros de mujeres
multiparas. Cada antisuero daba una reaccion positiva con las 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 algan /ocus genético polimérfico (Van
Rood, 1993).

" En esos anfos, se descubrid que los genes de histocompatibilidad no sélo eran
cruciales para el éxito del trasplante sino que también eran importantes en las
transfusiones sanguineas (Stites.1993).

Los < avances en el conocimiento de nuevas especificidades se acel:eréron
cuando Térésaki y McClelIand en 1964, miniaturizaron la técnica de' citbtoxicidad bara
asl reconocer un numero elevado de células y antusueros (Boruckl. 1976 y Stewart .

1 993).

En 1965 Dausset e lvanyi postulan que estos anngenos detectados en humanos
formaban parte de un sistema genétlco semejante al MHC del ratén (H-2) y Io laman

HU-1 (Botuckl, 1976). Mas tarde serlan denomlnados Antlgenos de -Leucocitos



Humanos (HLA por: human leucocyte éntigens) por un comité de nomenclatura

(Festestein 1981)
En 1970 Yunxs descrlbe al:-locus HLA D corno anélogo al la muri o (Festestein,

cultlyo mlxto de

1981) y Amos. en 1971 Io»asoc:a con la ;prolnferaciéy‘ hnfold_e e

nocido como HLA-D;
HLA-C Hev reaccion al

us“ HLA-C separado

del locus HLA-B por ocurrencla de entrecruz mj inacion en familias

(Festestein, 1981). .
En 1976, Teisben;g describe el polimdrﬁsmb comp! Henfe del complemento

2_loci para el mismo, cada

C4, asociado al locus HLA-B, y O'Neill, en 1978. degér

unc con un alelo comun silencioso (Festestein;' 19 ] 19_84.‘1 se ‘establecieron los

loci HLA-DP y HLA-DQ (Stites, 1993).

El primer reporte de asociaciéon entre el MHC y la suscephbllldad 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 establecid la primera asociacion del sistema HLA con la enfermedad en
1967 al encontrar, en pacientes con enfermedad de Hodgkin, un antigeno con mayor

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




En 1973, se descubrid que. el sistema HLA se encontraba relacionado con
enfermedades especificas en una gran proporcidén (Festestein, 1981). .

Las'prin‘aeras caracterizaciones de los antigenos especificos del sistemé HLA se
llevaron a cabb con las pruebas de microcitotoxicidad que permitieron idenlific.ar lbs;
diferentes focus (A, :B, C, D. DQ, Dh DP). Actualmente, los métodos ;:je DNA‘
recombinante han sido de gran ayuda para delinear los genes HLA y ia cristalograﬂa ha®
permitido vusuallzar internamente a la molécula de HLA para determmar su funcuén en

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

ESTRUCTURA Y DISTRIBUCION

MOLECULAS DE CLASE I Son glicoproteinas constituidas pé( una cadena peséda de
44 kDa (350 a.a), denominada cadena alfa, y una cadena libge“ra de 12 kDa (100 a.a),
denominada beta 2 microglobulina. Esta es una proteina no gllcos.il'ada codificada en el
cromosoma 15 en humanos. La beta 2 microglobulina_ no tiene un dominio
transmembranal y permanece asociada con ceélulas por su interacciéon con la regién
extracelular de la cadena pesada. Se encuentra unida de manera no covaiente con el
dominio alfa 3, que es parecido al de las inmunoglobulinas, y que contiene un sitio de
unién para el receptor CD8 en el linfocito T citotdxico.

La cadena pesada esta constituida por tres dominios exlracelulares (alfa 1, alfa
2, y alfa 3), una regién transmembranal y una porcién intracitoplasmatica. Cada cadena
pesada posee exones separados que pueden codificar para distintos dominios de la

proteina (Parfiam, 1990) (Figura 1).



Los antigenos de clase | estan distribuidos sobre todas las células nucleadas,

sobre reticulocitos, en baja densidad sobre eritrocitos y probab'ernénte se encuentran

sobre el trofoblasto y el esperma (Lawlor, 1990).

dos dominios

mlno terminal,

carboxilo terminal de 10 15 a a. Ambas\'son codlf‘cadas por genes del MHC y durante

su sintesis y transporte intracelular, e dlmero alfa-beta se halla asociado a una cadena

de 31 kDa llamada mvanante. codlf’cada gené:icamente fuera del sistema HLA. Se ha
postulado que esta cadena,podrla Jugar tn papel importante en la orientacion de las

moléculas de clase Il hacia:los endosomas, sitio donde podria ocurrir la unidn a

péptidos antigénicos (Stewart, 1993)
En lo que respecta a HLA DR es(a region tiene de 3 a 5 genes que codifican,

dependiendo del alelo un, numero variable de codones f3. El gen de la cadena a es

DRa y no es pqlim’érﬁc o mientras que las cadenas B son codificadas. por los genes

DRp1.
HLA-bQ presenta Un pélimorﬂsmo acentuado en ambas cadenas. hay dos genes

o y hasta tres B.sdlo DQa1 y DQpB1 son funcionales y sus productos se denominan DQ.

DQc(2 DQBZ y DQBS son pseudogenes HLA-DP presenta las mismas caracteristicas



en . sus cadenas a excepcion -de la cadena alfa que -presenta -cierta variabilidad
(Serjeantson, 1989)

Otros genes de la reglén clase 1, que son estructuralmente dl tlntos de Ias,

moléculas MHC codifican pollpéplldos que colaboran en el rocesamlento.»de
antlgenos Entre estos " se encuentran los genes TAP1 y TAP
transportadores de - péphdos, y LMPZ -y~ LMP7, que codlf’ca

-del citosol. Estas molécula son:

3 A lit

. proteosoma o prot e Y multlr‘

para Ia generactén y transporte de péptidos que se unlrén eventualmente a las

moléculas clase l enel in‘ erior del reticulo endoplasmico (RE) (Neefjes 1993)

cxpalmente en la superficie de células inmunocompetentes.

Ilnfoci(os B ‘macréfagos monocnlos linfocitos T actlvados. células eplteliales Y

cualquier cél como presentadora de antigeno (Ma[ﬁh.;1986) (anura 1).

MOLECULAS DE . CLASE I La reglbn HLA clase Ill esté Iocalizada entre las regiones
clase I(H / -DR) abarca 1000 kb de DNA La reglén clase Il contiene
una cole rogénea de genes codiﬂcando componentes del sistéma del

complemen(o Cc2,:C4 y’ actor B), genes de la 21-| hidrox:las 3 res genes HSP 70, dos

s genes de clase Il

grupo de genes también llamado BAT y G:
presentan u grado moderado de variabilidad genética y se encuentra definido como un
segmento cromosomal completo (Trowsdale, 1991).

Anéllsis electroforéticos han demostrado que C2, C4A y C4B y el factor B (Bf)

son polimérficos y debido a su marcado desequilibrio de enlace, las combinaciones



especificas de los alelos C2, C4 y Bf son heredadas como unidades genéticas simples

que se conocen como bomplotipos (Trowsdale, 1991).

Cadena « Cadena {1-2N\1 Cadena « Cadena |}

Citase Il
Clase |

Dominio Dominio

Extraccliular

Transmembranal
Intracitoplasmatica

Figura 1. Estructura de las moléculas clase | y Il (Trucco, M., 1992). -
Abreviaturas: a 1,2,3 = cadenas alfa de 1a molécula HLA clase 1; p2-m = beta 2
microglobulina; « 1,2y B 1,2 = cadenas alfa y beta de la molécula HLA clase Ii.



ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS MOLECULAS CLASE | Y CLASE I

Mediante estudios cristalograficos analizando las estructuras HLA-A2 y HLA-

DR1, se ha logrado definir la estructura trldlmensvonal de las moléculas HLA clase | y

HLA clase ll. Ambas moléculas presentan cnertas( mtudes. sin embargo las

moléculas clase Il unen péptidos mayores de 2 residuos’ de Ho a la variacién que
muestran en el extremo carboxilo terminal (Bé ‘98! nac ,V1992).

CLASE I :

La estructura cristalografica de la molécula’ de'ci e“l. ha ‘permitido determinar

que los dominios alfa 1 y alfa 2 forman“j.m_‘s para‘bépiidos pequerios. Este

sitio de union esta conformado por.una: Hoja}beta‘plegadyéut_mlda a dos alfa hélices, una

[e] del ‘béptido esta constituido por ocho

para alfa 1 y otra para alfa‘ 2. El sit’io‘d'
laminas beta-plegadas que, junto ¢ omlnios alfa 3 y beta 2-microglobulina (que
se encuentra ligada al dominio alfa 3 pero tamblén se encuentra ligada con la hoja beta
plegada de la region alfa 1-alf§ 2 del si_tlo de unién del péptido) integran la estructura
que brinda un sitio suficiente p?ré Va'tb:omédar péptidos pequeiios de 8 a 10 a.a (Figura
2) (Fields, 1996). .

CLASE I/
La estructura (ndimens:onal de los antigenos de histocompatibilidad HLA clase Il

es muy similar a 1a descrlta para las moléculas HLA clase |.

Lta estructura d VHLA clase il permite observar que los dominios que se
encuentran en la: parte ' mas externa de las cadenas alfa 1 y beta 1 se pliegan para

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



muestran un polimorfismo muy elevado que genera residuos localizados en una regiéon

hipervariable muy discreta (Bell, 1989).

a)

FIGURA 2. Estructura tridimensional de las moléculas HLA clase | (Stites, 1993).-
a) Cristalografia de 1as moléculas HLA clase | Los donmunws + 1y« 2 son 1as alfa hehces que rodean el
piso de la estructura |\ plegada. que conforman el mcho o surco donde se une el péptido Ahi radica todo
el pohmorfismo de los antigenos clase | b) El nicho. wvisto desde arnba. acepta péphdos pequedos
{basicamente de naturaleza endogena) en forma de esprral y dejan 3 a.a que sobresalen para que el
receptor de células T (TCR) se una a ellas confinendo la especificidad al reconocimiento de linfocitos T.
Dibujo modificado de Sttes, 1993



Al comparar ambas estructuras (clase | y clase ll), se observa que los domi_nios
alfa de clase 1l embélnﬁah cercanamente con los dominios alfa. 1 correspondientes y la
subunidad befaIZJEhicroglcbulina.vEl dominio beta 2 es relativamente equipérablé al
dominio alfa 3 (Brown, 1993). ’

=] siti‘o de union del péeptido en ambas moléculas esta formado por ocho bandyas
'de'gn'a hoja beta-plegada antiparalela que semeja un piso y doé regioneé eﬁ hélice
al;iﬁparalelas a los lados. Las diferencias en la porcién de la hélice determinan el pbr
qué las moléculas clase Il unen péptidos grandes (15-24 residuos) y las moléculas

clase | unen péptidos nonameéricos pequenos (Fields, 1996) (Figura 3).

-
el PRI

™ -
.‘L._a“_‘__’ coOoH
. Hojn plegeads £ que forma @)
COOH ¢~ Y, plec de ka foza o handidura
b cagiadora del antigenc

Figura 3. Estructura tridimensional de las moléculas HLA clase Il (Stites, 1993).
Et nicho de las moleéculas de clase H es mas (principalmente exdgenos) 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. = aminoacidos; TCR= Receptor de Célutas T.




ORGANIZACION GENETICA

El MHC es una region 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, DP, bQ. c2, Ca,
FB (Trowsdale, 1991) (Cuadro 1) Kiein propone una- clasificacion basandose en la
estructura. distribucion y funcion: de tal forma que se clasifican en los siguientes grupos ’

de genes :

Cuadro 1. Grupos de genes que constituyen el MHC

CLASE GENES

AB.C { Clasicos)

E F G H I ( No ctasicos )

DP DA DFE { Funcionales |

DAIA DRI DNA DO ( No funcianales b

[ CICaAa CaBy O

La regidon geneética de clase | es una region compleja con genes que codifican
para la cadena pesada, altamente polimaérfica. de los antigenos HLA clase |. ésta ha
sido estudiada detalladamente y ha sido posible descubrir tres nuevas clases de genes
que codifican para una cadena pesada de los antigenos HLA clase | diferente a la que
ocupan los genes llamados “clasicos” (HLA-A. -B y -C). Estos genes denominados “no
clasicos” se han clasificado como HLA-E, -F y -G. de los cuales se desconoce su
funcion. Del mismo modo se ha determinado la existencia de pseudogenes (genes que
no expresan productos proteinicos) entre los que se encuentran HLA-H, -1 y -J (Arnaiz-

Villena, 1993; Monaco, 1992 y Parham, 1988).




La regrén genétlca de clase !l contiene una gran variedad de genes localizados

en una regvén de aprox:madamente 6 millones de pares de bases dentro del

cromosoma‘ 1994) Esta region ha sido subdividida en tres subregiones

desngnadas como DR DQ y DP en la que cada una de ellas codifica para, al menos, un

grupo de cadenas funCIonales alfa y beta. Las regiones principales han sido llamadas

'reglones functonales (Arnaiz-Vlllena 1993 y Schwartz, 1988).
Sm embargo. no todos los genes alfa y beta expresan productos funcionales. Las
subregiones DR y DP contienen pseudogenes no funcionales y la region DQ, contiene

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

Serjeantson, 1989).

Cromosoma 6

Class |

,./‘C Clasw it
o 2ol Cs B €2 TNF =2 (=4 ~
/ MA DMB
orsz  oraz oesr  Drar 82  baaz  Doms  Doat oams pn-x one>  Omse Dmat
Subregion DP SHreoin DQ n n

Figura 4. Complejo Principal de Histocompatibilidad en Humanos (Trucco, 1992).
Abreviaturas: 21-OH= 21-Hidroxilasa, C4 y C2= Complemento 4 y 2, TNF= Factor de Necrosis Tumoral,
DP, DQ y DR= Genes HLA clase Il; A, B, C= Genes HLA clase I



HERENCIA

Como especie humana contamos con 46 cromosomas en cada célula somatica
(22 pares autosdmicos y un par sexual), que confieren caracteristicas diploides de los

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

se encuentran .en lugares especificos del cromosoma (locus). encontrandose su

homdlogo en el otro cromosoma que forma el par con la existencia de variantes

alélicas. Cuando un individuo presenta alelos homdlogos idénticos tendra

caracteristicas homocigotas. pero si éstos son diferentes sera heterocigoto dominante
(un gene domina a otro) o codominante (ambos se expresan) (VWinchester, 1986;

Sturtevant, 1962 y Mettler. 1979).

Por herencia mendeliana. un individuo hereda 2 haplotipos HLA (Stites, 1993 vy
Winchester, 19886).

siendo todos sus genes muy proximos y ligados entre si,
polimorficos y codominantes; asi dentro de una familia. donde el padre presenta los
haplotipos a vy b . y la madre los haplotipos ¢ 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 combinacion ac nos indicaria que éxiste un 25% de
probabilidad. para que dos hermanos compartan los mismoé haplotipos, 50% "de
compartir un haplotipo y 25% de incompatibilidad en sus antigent.:)s HLA. De tal forma,

que el sistema HLA se hereda en bloque, en forma codominante y siguiendo las leyes
de segregacién mendeliana (Figura 5).
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c
A1B8B8Cw1DR2DQ1 A10B827CwaDRIDQ3
A3B44CwEBDR7DQ2 A74B7Cw10DR4DQ4

ac ad bc bd ac
Ars8C AtBaC,
ATan? AroB27

Figura 5. Herencia de baplotipos HLA (Stites, 1993).

Los padres con cuatro haplotipos diferentes (2 cada uno) tienen huos con cuatro
combinaciones posibles con una pr com total o
incompatibilidad total det 25% y 50% de compatibilidad parC|al entre hermanos.




RECOMBINACION

Desde el punto de vista evolutivo. la recombinacion de genes ligados es un
proceso de gran importancia ya que de esto depende la conlinuidad de la existencia de

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

y Winchester, 1986).

Durante la meiosis, los cromosomas homadlogos se aparean é'nt e r‘ du‘t:irs'e

de 46 cromosomas a 23 cromosomas, dando lugar a la recombmaclén al‘

intercambiarse las regiones homologas apareadas:; trayendo como’ ¢o ecuenc:a el

origen de una nueva uﬁién de esta manera, la frecuencia de recombinaélén entre dos
loci, es proporcnonal a la distancia que los separa, segregandose como unldad los mas
préxlmos y ‘en forrna independiente los alejados. En casi todos los casos, la alineacion
es perfecta debldo a que la atraccion entre cromosomas homoélogos es de gene a gene
(Wmchester. 1986. Sturtevant, 1962 y Mettler, 1979) (Figura 6).

Calda loci del sistema HLA codifica para un gran numero de alelos. Los cinco /oci
(A.‘ B, C, D y DR), cada uno diploide, poseen 10 genes (2 x §) para antigenos del
sistema HLA. Dependiendo si el individuo es heterocigoto u homocigoto para uno o
mas antigenos, un minimo de cinco y un maximo de diez antigenos diferentes pueden
ser demostrados en este fenotipo; estos antigenos se heredan de manera codominante
y como. consecuencia de su cercania al foci HLA del cromosoma se heredan
juntamente, es decir como una unidad. Se cree que esta recombinacion se da con una

frecuenciadel 0.2% entre By C, 0.7 % entre Ay C y 1% entre B y D (Stites,1993).
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Entrecruzamiento

Figura 6. Entrecruzamiento de dos cromosomas (Winchester, 1986).
Entrecruzamiento: (1) Dos cromosomas homoélogos antes de la meiosis. (2) Cada cromosoma
se vuelve doble, formando dos cromatidas. (3) Una cromatida de cada cromosoma intercambia
una porcion con una cromatida homaloga del otro cromosoma; esto es el entrecruzamiento. (4)
Los dos cromosomas se separan en la anafase de la primera divisién de la meiosis. (5) Un
ootido y tres cuerpos polares. Dos son portadores de cromosomas cruzados y dos no.



DESEQUILIBRIO DE ENLACE

El desequilibrio de enlace nos indica la aparicion 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).

E! desequilibrio de enlace se encuentra al determinar los antigenos HLA de una.
poblacidn. sefala sus origenes y migraciones. asi como las relaciones con la expresion
de algunas enfermedades (Lisker. 1981)

Se han postulado hipotesis para explicar el desequilibrio de enlace y entre ellas
se encuentran las siguientes (Lisker. 1981):

1. Migracién o mezcla de poblaciones
2. Selectividad
3. Consanguinidad

4. Derivacion al azar.
POLIMORFISMO

Una de las caracteristicas mas importantes del sistema HLA es que pcsee' el
polimorfismo mas grande que se conoce en mamiferos (Erlich, 1991). El polimorfismo
indica la presencia de un nimero elevado de variaciones denominados alelos dentro de
un mismo /ocus. 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 daran las caracteristicas del loci al que pertenecen y las



segundas seran las caracteristicas del alelo (Klein, 1987). La porcidn variable contiene
el repertorio de especificidades, es decir, de péptidos que puede presentar para
desencadenar una respuesta inmunoldgica, por tanto es I[bgico pensar que algunos
alelos correlacionan con ciertas enfermedades, unas con caracteristicas autoinmunes y :

otras de predisposicién a infecciones (Rudert, 1992; Schwartz, 1988 y Thcrsby, 1989). ’

afectando de esta manera, la cantidad y calidad de la proteccion mmunoléglca (Kletn,

1987).

Las molééulas,dye clase | y clase Il que forman parte del siéieﬁié ‘:HLA ‘son
extremadaménte polimoérficas (Mach, 1986). Su variacion alélica genera ‘un gran
numero de especificidades (67 para HLA-A, 149 para HLA-B, 39 para HLA-C y mas de
314 para los /oci DR, DP y DQ) (Stites,1993; Olerup, 1996 y Parham. 1996). Estas
especificidades han sido confirmadas por medio de aloantisueros, anticuerpos
monoclionales, cultivo mixto de linfocitos (MLC), analisis bioquimicos y por técnicas
moleculares basadas particularmente en técnicas con reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) (Bell, 1989). 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 Organizacién Mundial de la Salud (OMS). La region HLA se
encuentra conformada de los Joci HLA-A,-B,-C (clase ). HLA-DR, -DP y -DQ (clase Il) y
TNF alfa'y befa. C4A, C4B, CYP 21, Bf (clase lil) (Festenstein, 1981; Parham, 1990 y



Stewart, 1993). Se reconocieron primeramente los /oci HLA-A y B ,que se encuentran
numerados en forma coordinada del 1 al 77, y posteriormente el‘Ibcus C. Eﬁ el locus B
y en el locus DR, la desighacion Bw4, Bw6, DRwSZ'yVDRWS3._conc’scidos como
antigenos publicos, se emplean para describir una serie de epitopos dialélicos
asociados con los alelos de los /ocus mencionados (Cuadro 3). La mayoria de los
antigenos de los /oci A, B, C, DR, DP y DQ se reconocen como antigenos paternos
(Stites,1993), estos antigenos son usualmente designados en paréntesis después del
antigeno del hijo. Por ejemplo; A23(9) y A24(9) son ambos divisiones originales de!
antigeno paterno A8 (Cuadro 4). Cuando un antigeno no ha podido ser definido
Sptimamente por carecer de reactivos especificos el nimero del antlgepo es precedido
por la letra w que indica que requiere de clasificacion.. Al contar con los (eactiyqs

necesarios la w se elimina (Trowsdale, 1991).

Las especificidades del locus C se encuentran bien def

encontrado microvariantes y subtipos de’anﬂtg'eﬁoﬁsv lé:alélo"s :éor‘rhedio }dlei'rr;ngb de ia
variacién de secuencias de aminoacidos, La nomenclatura de estas microvarlén(es ‘se
deriva de la estandar del antigeno original. Ejemplo: los rﬁicrovarian‘tes pafa HLA-Bz7
son designadas B*2701, B*2706 (Benjamin, 1990). El asterisco indica que ‘los aielos

han sido definidos unicamente por el nivel de aminoacidos o nucledtidos. El sistema

numérico de los microvariantes establece como “01” a el microvariante mas frecuente. -



Con_ayuda de la biologia molecular. se han encontrado 8 pseudogenes, 15
secuencias no representativas y 4 genes abreviados, 3 genes restantes actian como

moleculas clase | y han sido desigriadas HLA-E,-F y -G (Lew. 1992; Chia, 1994 y Du,
1993). )

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

LOCUS A LOCUS B LocuUs ¢ TOCUS b | LOCUS DR |LOCUS DQ | LOCUS OP |
Al B85 BS5Y (2) Cw1 D1 DR1 D1 DP1
A2 87 B52(5) Cw2 D2 DR2 Da2 DP2
A3 B8 B53 cwa o3 OR3 a3 oF3
A9 B12 B854 (22) Cwa D4 DRa DQa oPa
AID 813 B55 (22) Cw5 DS DRS Des (1) DPS
Al B14 B56 (22) CTwb D6 DR6& DQ6{1) DP6
Al9 a15 B57 (17) Cw7 D7 DR7 oQ7(3)

A23¢9) B16 asa(17) CwB D8 DR8 DQ8(3)
A23 (9 817 BS59 Cw9 (w3l) D9 DR9 DQY(3)
A25110) B18 B60 ( 40) CwilD (w3} D10 DR10

A6 110 B22 861 (40) D11 (7) DR11(5)

A28 B27 BG62 ( 15} 012 DR12(5)

AZD (187 635 B63 (157 D13 DRW13 (w6)

A3D (19} 837 B64 (14) D14 DR14 (6)

CEUSED 638167 665 (14 o5 DRI5{2)

AJIZ (19 B39 ( 16) B67 D16 DRIG(2)

A33 119 B40 B70 D17(7) OR17 (3}

A34 (10) Bas B71(70) D18 (6 DR18(3)

A6 Ba2 B72(70) D19(6)
AL B33 (12) B73 D20

ABB ( 10) Ba5(12) B75( 15) D21 DR52

AG8 (28 B46 B76 ( 15) D22 DRS3

AGO (267 BI7 677 (15) 523

AT74(19) 848 B78 D24
ABD B49 (21) 881 D25

Bso(21) Ba D26
3




Cuadro 3. Antigenos Publicos HLA Clase | y Clase i (Stites, 1993).

Especificidades Publicas Asociaciones
B5. B13, B17. B38(16). B44(12), B47, B4A9(21),
Bwa B51(5). B5102. B5103. B52(5). B53, B57(17).
B58(17) B59. B63(15). B77(15)
B7. B703. B8. B14. B18, B22. B35. B39(16). B3901,
B3902. B40. B4005. B41. B42. B45(12). Ba6. B4B,
Bw6 B50(21). B54(22). B55(22). BS6(22). B60(40).
B861(40). B62(15). B64814). B65(14). B67. B70.
B71(70). B72(70). B73. B75(15). B76(15). B7801
DRS1 DR2. DR15(2). DR16(2)
DR52 DR3. DR5. DR6. DR11(5). DR12(5). DR13(6),
DR14(6). DR1403. DR 1404, DR17(3}), DR18(3)
DRS3 DR4, DR7. DR9

En ef locus B y en el locus DR, la designacion Bwd, Bws, DR52 y DR53, conocidos como

antigenos puablicos, se emplean para describir una serie de epitopos dialélicos asociados con los alelos de
los locus mencionados
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Cuadro 4.

Especificidades originales y antigenos asociados del sistema HLA
{Stites, 1993).

Especificidndes Divisiones originales y Antigenos Especificidandes | Divisiones originales y Antigenos
originales asocindos originales asocindos
A2 A203, A210 n22 1354, 155, K56
A9 A23, A24, A2103 B4o0 Bao, 361
A0 AZZ A6, A3 AGO 70 B71. 172
AT9 A29. AZ0 AN AZRAII AT Cw3 Cwo, Cw 0
A28 AGR, AGY DR} DRIO3
Bs 1RSI, Bs52 DR2 DRIS, DRI16
R7 B703 DR3 DRI7. DRIB
[ B BIS DRS DRTI. DRI2
ns 61165 DR6 DRI, DR DRI, DRIIOT
nis B6Y, B63. B75. 376, 377 DQI DOS DO
ni6 1IN (39 BIVOT, 13902 DO3 BQ7. DR, DY
[k 133758 Dw6 DwIR, Dwi9
121 40, B30, B35 Dw? Dwii DWI7

La mayoria de los antigenos de los loct A, B, C, DR, DP y DQ se reconocen como antigenos
paternos. estos antigenos son usualmente designados en paréntesis después del antigeno del hijo. Por
ejemple: A23(9) y A24(9) son ambos variaciones del antigeno paterno A9.




FUNCION BIOLOGICA

ta principél funcion de “las moléculas del MHC (umén y presentac:én de

péptidos) se ‘encuentran imlmamente ligadas con su estructura (Parham 1988) Tanto

ina. estructu ra

para las moléculas clase | y c|ase II es muy ;mponante mantene

lndlmensuonal estable para poder Ilevar a cabo el transporte mtracel

de la célula (Monaco. 1992)

Los genes del MHC codifican para la expresion de gllc

|mponantes en daversos aspectos de la regulacion de la respuesta nmune ya sea

produciendo antlcuerpos produciendo varias clases de ||nfoc polenciando

. cierlas respuestas mmunoléglcas (Parham, 1990). Pueden serv ‘como substratos para

la eliminacién de patdgenos o como marcadores para identificar, yrelevantes en la
palogénesns de enfermedades (Kersh, 1996). ‘

La funcién biologica de las moléculas del MHC es la de presentar péptidos
antigénicos para activar a los linfocitos T (Brodsky, 19891). Las células T tienen
expresion clonal y el receptor de la célula T (TCR) solamente interactiia con péptidos
cortos que estan ligados a las moléculas de clase | o clase Il del MHC. Dichos
fragmentos son producidos por degradacion intracelular o procesamiento de bacterias,
virus o proteinas extranas. El HLA con el péptido unido presenta el antigeno al TCR de
ta célula T. Los linfocitos T que reconocen moléculas de clase | pertenecen a la
subpoblacidn citotédxica/supresora (CDB8). Estas moléculas presentan péptidos-
intracelulares (enddgenos) y la citotoxicidad solo se observa en células que presentan

el marcador CD8; estas células constituyen la principal defensa contra este tipo de



patdgenos (Salter,. 1990).: Al fenémeno anterlor se le denomina restriccién genética de
la citotoxicidad o fenémeno de Zlnkernagel Doheny (kaernagel 1996) (Figura 7).

Las moléculas HLA clase: ll tienen la funcién de presentar péptldos de origen

exégeno a los . receptores de nfocltos T cooperadores (CD4) que reconocen al

antigeno extrafio y asi’ produclr Ia respuesta Inmunoléglca (Brodsky. 1891 y Neefjes,

1993) (Figura 8)
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Figura 7. Funcion biolégica de las moléculas HLA clase | (Neefjes, 1993).

Los péptidos derivados de las proteinas citoptasmaticas (antigenos endégenos, antigenos virales y
tumorales) son presentados por !as moléculas clase 1. El antigeno es degradado en el citoplasma a
péplidos de diferentes tamanos por accion de dos proteosomas de bajo peso molecular (LMP-2 y
LMP-7). Posteriormente, los péptidos son transportados hacia el interior del reticulo endoplasmico
por las proteinas TAP-1 y TAP-2 para unirse a las moléculas clase |. El péptido unido a la abertura
permite una mayor contribucion para el ensamble y estabitidad de los antigenos clase | que viajan
para alcanzar la superficie celular y presentar el péptido al receptor de células T (TCR) en la célula
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Figura 8. Funcion biolégica de las moléculas HLA clase |l (Neefjes, 1993).

Los dimeros «|b clase !l se forman dentro de la ceélula y se asocian con el reticulo endoplasmico con
una tercera ghcoproteina, la cadena wvanante (Ii). hasta que éste alcanza un compartimiento
endocitico. Agui. bajo un pH acido. el dimero se disocia de 1a cadena It y se asocia con un péptido
exogeno (derivado de proteinas extracelulares e insertadas en la membrana) y son, después,
transportada a la superficie celular. El TCR de las células Th pueden ahora asociarse con los
péptidos e inducir la respuesta inmunoldgica Abreviaturas TCR=Receptor de Celulas T, Th=Ceélulas
T cooperadoras




ASOCIACION HLA - ENFERMEDAD

© El descubrimiento de asociaciones entre ciertas enfermedades y el MHC es’uno

de los avances mas importantes de la dGltima década ya que se cuenta con"dn 'base

para poder determinar y comprender las causas y la patogéne5|s de enfermed des :

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

1993: Gyllensten, 1991 y Rudert, 1992)
Antes de considerar el mééanisﬁ*no respons “la

enfermedad en un individuo se deben tomar én e ita las enfermedades catalogadas

como autoinmunes (sindrome de Goodpastut;e. c;iab‘étes. entre otros) (Trucco, 1992 y
Tuomiletho, 1993); enfermedades mediadas 'pér éomplejos inmunes (lupus eritematoso
sistémico) y enfermedades no inmunes (narcolepsia) (Benjamin, 1990 y Kuntz, 1989).
Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar estas asociaciones
estan:
1. Efectos de Ilos genes Ir (genes de respuesta inmune) y genes Is
(Inmunosupresores).- 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 infeccion. La susceptibilidad a
enfermedades autoinmunes puede ser debida al efecto de los genes Ir coh una
secuencia de aminoacidos de un alelo especifico a una del loci clase Il &6 .a
variaciones polimdérficas afectando la regulacion de los genes HLA clase Il (Kuntz,
1989). En lo que respecta a los genes Is, las posibles explicaciones porilas que no
hay respuesta contra el patogeno (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 produccién de IL-2 o anormalidades en la
expresion del receptor de 1L-2; b) Ceélulas T reactivas suprimidas debido a Ia :
acumulaclén de moléculas inhibidoras de Mycobacterium (PGL-1, LAM o Manéstdo)

c) Las células Th1 reactivas de Mycobacterium pueden fallar para desarrollarse,

"favoreciendo la teoria de la supresidon clonal. d) Supresién mediada por célula ,T que

mvolucra anormalidades genéticas en el TCR y los genes MHC.

Entre los mecanismos que podrian explicar la supresion se encuentra el papel de o
las citocinas (IFN-y o IL-2), la resistencia innata de los macréfagos d rhuy’
eficiente capacidad bacterioestatica o que la supresnén es debida alos 'genes DQ

probablemente por asociacion con ciertos péphdos es eclV

relevantes del hueco DQ1 y la exposicidén de ciertos resnduos que interf'ieran_‘cori”él

TCR en las células Th2 (Gorodezky, 1993). E )
. Anormalidades en el receptor de células T (TCR).— Lé ‘riatﬁrba'l'e'za"del:»TCR en la i

respuesta inmune a antigenos extrafios en humanos no ‘ha - sido: explorada




. Mimetismo molecular.- Explica la susceptibilidad mediant:

ampliamente. Algunos datos mueslran alleraciones en enfermedades autommunes

como . la esclerosis multiple. Ia artrms reumatonde. el slndrome de S'éegren y la

d|abetes mellnus msulmo dependiente (DMID) Se ha sugerido que Ias células T

autorreachvas que pueden reconocer antlgenos prOpIOs en el hmo -:on una afinidad

muy elevada son eluminadas en un evento de: seleccion pr arua‘cor\ocudo como

seleccion negativa. Estas células no maduran y sobrevnene la muerte prcgramada
(apoptosis). Las cél‘ulas T no son eliminadas pero aquellosv TCRS qpe mantienen la
habilidad de interactuar con antigenos propios. del  HLA,. S§n séleccionados
positivamente - para diferenciarse y madurar. Ambés seléééiones. débido a su
dependencia en el reconocimiento especifico de HLA, son factores claves en la
generacion de especificidades de TCR autorreactivos contnbuyendo ala enfermedad

autoinmune (Trowsdale,1994 y Lechler, 1994).

entre antigenos de microorganismos infecciosos y autoantlgenq [~ oléculas del

sistema HLA. Esta hipétesis esta sostenida por la observacid e’ una ho élogla de

los aminoacidos consecutivos entre la molécula B27 y los r.eAS|dyuosbv188-193 de la

nitrogenasa . de Klebsiella pneumoniae en la . espondiliti nquilosante, otras

enférmedades que.pueden incluirse dentro de este mecanismo son la enfermedad

de Chagas. ébi’é‘ reumética. SIDA, proteinas de choque térmico, entre otras

(Benjamm 1990 yLahesmaa 1993).

'Moléculas MHC clase ! y Il como receptores de virus.- El mecanismo por el cual

una'gran:_rmayorla de virus entran a las células involucra el atagque a las

glicop‘rbieinas ‘de superficie celular, seguidas por la fusidon de sus membranas con
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las membranas plasmaticas celulares ya sea en la superficie celular o después de la
endocitosis. Tales proteinas celulares receptoras deben tener glicoproteinas que
reciclan o las cuales sobrellevan la endocitosis después de la unién cruzada inducida
por el virus. Los genes HLA se ajustan a este criterio. Algunas de las moléculas que
se conocen y que estan involucradas en la penetracion viral dentro de tas células son
receptores C3d para el virus Epstein-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 ! del MHC y el virus de la lactato deshidrogenasa se une a las moléculas clase
il. Es posible que algunos virus penetren a las células por la formacién de enlaces
especificos a las moléculas de HLA. Esto pudiera crear la posibilidad de que algunos
genes HLA confieran resistencia a virus particulares. Sin embargo, esto daria una
ventaja muy importante a virus mutantes que escapen de la restriccion alélica
(Lechler, 1994).

. Accién de los genes no HLA en el MHC.- Muchos genes estan presentes en e!
MHC en adicidn a aquellos que codifican genes HLA. Algunos de estos han sido
caracterizados e influyen genes que codifican proteinas muy importantes para el
sistema inmunolégico. Estos incluyen los genes en la region clase Il que codifica a
los componentes del complemento C2 y C4 y el factor B, los genes del factor de
necrosis tumora! alfa y beta (TNF-« y ) y los genes. para las proteinas de chogue
térmico 70 (HSP-70). Recientemente se han identificado transportadores de péptidos

(TAP) y unidades de proteosoma (LMP) en la regién HLA clase Il.- Se ha encontrado
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que el TNF-a y B y'las HSP-70 “intervienen - en l!a respuesta inrﬁune. Se ha

argumentado - que “las ‘a‘lelr‘)sf de. Caly \’02', “'por; si’ mismos. predisponen - a

enfermedades autoiqmdne$ cbmo él__LLJ s vEr'i}té;i'h»a'to‘s‘o Siétéfhibo (LES) ybqv‘Je estos

efectos ° no.. son 'debidds Ca séquilibrios’ de . enlace - con otros genes

inmunolégicamenle" revlé;/antes'el"ayy'vellzégngﬁlréjo\ HLAL\:Svin 4emb:ar96. el éomplemento
tiene-un- papel muy impbrtante ehel"proce’sa'rv'qiéntd‘”de cbmrplejos inmunes. en ia
circulacién sangulﬁea 'y en los tejidos. Paréce :ser que las deficiencias  de :
compiemento favorecen directamente el surgimiento de LES por la formacién de’
complejos que se depositan en los tejidos y de esta manera inician la inflamacién,
resultando en la liberacidn secundaria de antigenos propios que estimulan la
produccion de autoanticuerpos. El TNF B es uno de los factores solubles que pueden
inducir o incrementar la expresion de genes del MHC clase Il en algunas célulars.‘Se
ha establecido que existen fragmentos polimodrficos de longitud variabie (RFLIs) en
este locus y no se conoce si estos fragmentos codifican una region o una varlacﬁ.‘m
en la secuencia regulatoria los cuales podrian ocasionar diferencias funcionales en la
induccion del gene del TNF-p3 o en su eficiencia en inducir la expresion clase ll en la
respuesta inmunoldgica dada por las células T, la variacion en los efeétos‘del TNF
podria ejercer una fuerte influencia en la autocinmunidad (narcolepsia asociada a
DRw15) (Kuntz, 1989 y Lechler, 1994). : '

. Caracteristicas genéticas.- Algunas enfermedades tiénen una 'forma recesiva de
heredarse. Algunos de los genes involucrados son HLA-B y DR. (hemocromatosis

idiopatica, SIDA asociado a HLA-B35) (Scorza, 1986).




7. Presencia. de estructuras  vecinas.- Se han encontrado copias dobles de genes

que codifican_cerca del HLA Estos genes caen en desequilibrio y se ménif‘eéta la
asocnacvén con ia enfermedad (21-hidroxilasa, hemocromatosis congémta asocrada ;.

con HLA A3) (Lechler 1994)

Asociacién'con ‘genes DR.- Esta asociacion podria reflejar la vinﬁu'.ent':ia'dve los -

genes que operan a diferentes niveles interactuando en la determinacién de cierta:

caracteristicas clinicas de la enfermedad. Para la artritis reumatonde (AR) asoclada a:’

DRB*01 es al menos, parte responsable para la susceptibilidad genética'a AR, Un’

modelo hipotético del sitio de union de las moléculas clase il indica que los residuos
67 a 74 de la cadena [} son localizados en el propuesto sitio de unidn. De esta
manera, la expresion de una secuencia comun asociada a AR podria permitir uno o
mas antigenos propios para ser presentados a las células T cooperadoras (TCD4)

iniciando una respuesta inmunologica que conlleve a la enfermedad (Jeannet, 1989;

Kuntz, 1989 y Lechler, 1994).

36



Cuadro 5. Asociacion HLA-Enfermedad (Juarez, 1990).

(T ENFERMEDAD RAZA JRIESGO RELATIVO ENFERMEDAD RAZA[RIESGO RELATIVO
Artritis Reumatoide C 20 Eaclerosis Multiplo
27 c 39 B7 c 19
Bw54 o 25 DR2 c 28
DRa o 28 | Miastenia Gravis
DRa N 54 BB c 34
Artritis Reumatoide Narcolepsia
Juvenit DR2 o 3581
B27 c 39 DR2 c 1298
DRS c 33 Enfermedad Cellaca
Espondilitia Anquiiosante es c 77
c 69.1 DR3 c 11.7
827 =] 207.9 DR? o 7.7
B27 N 54.5 Pemfigus vVulgaris
Uveitia Anterior A26 c4 a9
Aguda B83s cJ a6
827 c 8.2 DR4 cJ 14.7
Enfermodad de Reiter Paoriasis Vulgaris
827 =] 37.1 813 c ER}
Giabetes Waeliltus B17 c 53
Juvenil 837 c 40
B8 c 26 Cwe c 7.5
815 < 22 DR? -] 33
DR3 c 24 813 o 30
DR4 c a7 817 o 20
BwS4 o 57 837 ] 85
DR3 -] 4.9 Cwe o 8s
DR4 -] 286 OR?7 (] 7.7
a8 N 25 Dearmalitls Herpetiformes
815 N 22 c X
OR3 N 32 DR3 c 17.3
DRd N 6.7 Enfermedad de Bohcet
Enfermedad de Graves as [+3 38
B8 c 26 B85 o a6
DR3 (=] 38 Hemocromatosis fdiopatica
B35 c 44 A3 ] 8.8
Lupus Eritematoso 87 c o
Sistémico B14 c 2.8
1] c 28 Sindrome de S)dgron
OR3 c 27 88 c 33
Sindrome de Goodpasture bw3 c s.8
DR2 [ 138
RR=Riesgo relativo N=Negro
Caucasico Ja=Judio

O=0Orientat
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TUBERCULOSIS
DEFINICION

La Tuberculosis Pulmonar (TbP) e'S" una enfermedad infecciosa generalizada,

aunque el sitio de infeccion primaria son Io's‘pulmqnes. puede transmitirse por diversas

vias e infectar los huesos, el bazo. las menlyng'es. I‘osiriﬁones y la piel (Bloom, 1994).

La TbP es causada por Myé:&béclerium tuberculosis y provoca lesiones
inflamatorias, formacién de tubérculos y necrosns caseosa y que el organismo al tratar:
de lograr una defensa contra la agreslén bacterlana produce un granuloma (Reichman,
1993). '

La TbP es la mas frecuente y esté asociada ala inhalaclén de los agentes

causales provenientes de su;et s i ctados. qunenes por lo general los hb an al '

ambiente a través de sus numerosos accesos tusigenos (Bloom 1994 Y. Relchman

1993).

EPIDEMIOLOGIA

La tuberculosis es una enfermedad en:la que se encuentran involucrados una

gran cantidad de factores que la . favorecen, e! bacilo es sélo uno entre muchos mas
como el hacinamiento, desnutricion, infecciones concomitantes, inmunodeficiencia,
entre otros. Ataca con mayor frecuencia al adulto joven en la época en que es mas

productivo (Reichman, 1993 y Olvera.y 1994).



La OMS ha estimado recientemente que alrededor de 2000 millones de

personas estan infectadas con Mycobac!enum tuberculos:s y cada aﬁo 10 mlllones

desarrollan (uberculosvs en una forma r

ueren de esto (Bloom.
1994 y Reichman, 1993).

capacidad- que -

controlados que en lugar de detenerl;

"PATOGENIA

les permite permanecer en el amblente edan suspendidos durante

largos periodos y se diseminan amplia ente’ prolongando el peligro de contagio
(Bloom, 1994 y Torres, 1994).

Al ser inhalado el baciio tuberculoso ‘uhracia‘ los.  alvéolos; los macréfagos
alveolares ingieren al bacilo y-a meﬁudb |0»destruyen {Figura 9). La destruccion
depende del particular poder inicrbbibida de Ic;s macréfagos alveolares y a 1a virulencia

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

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 macrofagos, no esta involucrada en la destruccion
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inmediata de bacilos tuberculosos inhalados debido a que el namero de bacilos que
son mhalados es minima y su capacidad antigenica es nula.

Si los primeros macrofagos alveolares fallan al destrutr o inhibir a’ Ios bacn!os

inhalados, éstos se multiplican hasta que el macréfago es destruu o esta manera su

carga - bacilar es, posteriormente, ingerida por otros'macréfagos alveolares v

macréfagos inactivos provenientes de la circulacion sangulnea jue son atraldos al sitio

por efecto de los bacilos liberados, los restos celulares una gran variedad de factores

quimiotacticos creados por el huésped (Flgura 10 )
Los macrofagos machvados que lngleren a Ios bacnlos liberados desarrollan una

relacién simbidtica en la cual ni los bacnlos nl los rnacrofagos detl huésped se danan;

estos macrofagos no han sido actlvados y o pueden inhibir o destruir al bacilo y los
bacilos no pueden dafar a los macréfagos porque el huésped no ha desarrollado
hipersensibilidad a la tuberculina. Esto trag como consecuencia un acumulamiento de
macréfagos y bacilos en la lesion; siendov iqé macréfagos inactivados los responsables
de la lesion primaria. Es en este estado &e sirhi:iésis ;iue los bacilos se multiplican de
manera logaritmica a la misma velocidad (antro"»en‘ sdjetos susceptibles como sujetos
resistentes (Dannenberg, 1994). : ‘ :

En un periodo de 2 a 3 semanaé el j‘crecimiento logaritmico se detiene
abruptamente y de la misma manera se desarrolla Ia‘ necrosis caseosa. Los bacilos
tuberculosos no pueden multiplicarse en este material caseoso por la faita de oxigeno,
el pH reducido y la presencia de ciertos acidos grasos que los inhiben. Sin embargo, los
bacilos pueden sobrevivir por aflos en el material caseoso sdlido; lo que trae como

consecuencia que el huésped destruya localmente a su tejido para controlar la
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multiplicacién intracelular de los bacilos que no ha sido inhibida. Cuando se ha

controlado . la mut itébién Ios macréfagos actlvados producudos ‘por la IC, se han

acumulado alrededor del foco caseoso y prewenen la extensnén de Ia enfermedad

Los fagocntos mononucleares tlenen una’ producclén contmua

tuberculosa caseosa en donde se acumulan desarrollando una respuesta m dlada por N

células ,T Es. en este punto, que una gran cantldad de antlgenos bacllares estén‘ :

presentes y estimulan la produccién local de cltoclnas (Dannenberg. 1994)

En los individuos susceptibles se desarrolla una IC débll los bacilos tuberculosos ‘L

liberados del borde del centro caseoso, son fagocntados por macréfagos mcompetemes

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

mediada por células T, detiene la muiltiplicaciéon bacilar intracelular por lo que el centr

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

Los individuos resistentes desarrollan una IC muy fuerte. Es probable que Ios

antigenos bacilares expandan poblaciones especificas de células T. Estas células,
cuando son estimuladas por los mismos antigenos, liberan INF-y y quizés’,vot(as‘f '

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

macréfagos se acumulan alrededor del centro caseoso fagocitando y destru'yéndd"‘é los

bacilos que escapan del borde del material caseoso y la destruccion tisular es mlnima o:

nula. Ambos individuos (susceptibles y resistentes) muestran necrosls caseosa pero
sélo los individuos res:stentes desarrollan grandes nomeros de macréfagos altamente
activados. Desafortunadamente, aun SI la'lC es fuerte la progresnén de Ia enfermedad

puede ocurrir en los individuos * resistentes: asi como: en Ios suscephbles. Esta
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progresién es causada por la licuefaccion del material caseoso y la formacién de
cavidades (Bloom, 1994 y Reichman, 1993). '

Los macrofagos no sobreviven en el material - caseoso . licuado, posiblemente
porque han sido sensibilizados pasivamente por la tuberculina o por olrosi;anllgenos

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

vez, los macrofagos que entran en el material caseoso licuado son muertos por ciertos

acidos grasos toxicos originados por las células del huésped o por los bacilos. De esta’

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

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

Rook, 1994), !

Se desconocen los factores que causan la licuefaccion del material caseoso,

posiblemente la HTR. generada por celulas T. se encuentre asociada o podria ser
efecto de los elevados niveles de la tuberculina o un elevado numero de enzimas

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

LUZ ALVEOLAR

PARED ALVEOLAR

Figura 9. Fagocitosis de bacilos tuberculosos por macrofagos alveolares
activados.
1) Los macrofagos alveolares interaccionan con los bacilos tuberculosos por Ingerur. 2) Se
produce [a endocitosis del bacilo con la formacion del fagosoma. 3) Se estimulan los mecanismos
bioquimicos generadores de radicales libres de O, dentro del macréfago 'y se 1orma el
fagolisosoma. 4) Muerte y digestion de tos bacilos tuberculosos ingeridos. R




Circulacion sunguinea

LUz
ALVEOLAR

procedente de L
circulacion sanguinea

Macrafagos alveolares
destruidos

Figura. 10 Multiplicacion acelerada de bacilos tuberculosos no destruidos

Si los macréfagos aiveolares fallan al! destruir o inhibir a 1os baciles inhalados, posiblemente por
tratarse de bacilos muy virulentos en macrofagos incompetentes. estos bacilos se mulliplican hasta
que el macrofago es destruido liberando su carga bacilar, Que es posteriormente ingerida por otros
macrofagos alveolares y macrdfagos provenientes de fa circulacion sanguinea. que son atraidos al
sitio por accion de Jos mismos bacilos. restos celutares y otros factores quimiotacticos. Se desarrolia
una relacion simbidtica y se acumulan macrdfagos y bacilos en la lesion

LUZ ALVEOLAR

Macréfagos activados por IC,

Material cascoso  producido  por
macrofagos destruidos.

Bacilos tuberculosas en estado de
latencia.

Figura.11 Necrosis caseosa
Con ei paso de las semanas la muitiplicacion bacilar se detiene de manera abrupta

formandose un foco caseoso originado por los macréfagos destruidos. En este material, los
bacilos tuberculosos no pueden multiplicarse pero sobreviven por varios aitos; lo que trae
como consecuencia la destruccion local tisutar. Los macrofagos activados por laIC, se
acumulan alrededor del foco caseoso y previenen la extension de la enfermedad.



SINDROME DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA
DEFINICION

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

caracterizado por un defecto adquirido en la funcidn inmunitaria (inmunidad celular) con

caracteristicas clinicas diversas, incluidas las infecciones oportunistas recurrentes,

clertos canceres, pérdida de peso y degeneracién del sisterna nervioso (Roitt; 1991,
Stites, 1993 y Turgeon, 1996). )
El agente causal es el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) miembro de Ia’

familia de los retrovirus(Barré-Sinoussi, 1996). Por microscopia electrdnica.: HVI-1 y i

HVI-2 tienen las caracteristicas de los lentivirus, con un nucleo proteinico e - forma -

6 p24. Dentro de la capsula, o

conica y formado por las proteinas virales Gag p25

nucleoide, existen dos bandas idénticas de RNA con las cuales la ’pdlirhe ésa vnral

dependiente de RNA (Pol, también llamada transcriptasa reversa) y Ias protelnas de

superficie celular, en donde sélo partes de las porcnones centrales y N-termmales de Ia
locahzadp,en 1a’

gp41 son expresadas sobre la superficie del vmén. El vmén gp120,

44



i
'
i
i
]

superficie viral, contiene el sitio de unidn 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

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

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

170 paises, y una estimacion de 10 millones de personas infectadas con HIV en todo et

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

transmision se lleva a cabo por contacto sexual, administracion de sangre o sus
derivados contaminados, inseminacion artificial con semen infectado (Levy, 1993),
exposicién a agujas que contengan sangre contaminada, o transmision de una madre
infectada al feto o al nifio durante o después del nacimiento (Francis, 1992; Jordan,
1991 y Quinn, 1996).

En Africa, los casos de SIDA se distribuyen por igual entre hombres y mujeres y
se blensa que 1a transmisién heterosexual es responsable de !a mayor parte de los
casos (Richter, 1995).

En México la principal via de contagio es la sexual. Hasta el 1 de abril de 1996,
el 84,5% de los casos de SIDA acumulados habian adquirido la infeccién por contacto

sexual; presentandose un patrén cada vez mas heterosexual en donde la mujeres
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adultas presentan la mitad de todos los caéos acumulados (51.6%) y presentando, para
el segundo"t’rimestr‘e de’ 1996, el 75.6 % de los casos (SIDA-ETS 1996).
La epidemié ,ha presentado tres tipos de tendencia en cuanto a su magnitud :
- de 1983 a 1986 el ;:ieéimiento fue lento
« de 1987 a ;1‘990 fﬁe AE tipo exponencial
‘e @ ﬁarﬁr de"v'1>991 ha tenido un crecimiento exponencial amortiguado, con una
tendencira a la estabilizacién (SIDA-ETS, 1996). .

Eli imbacto de la epidemia causada por el SIDA se ve parcialmente r>eflejada en
el aumento de la mortalidad de adultos, especialmente entre 25 y 44 aﬂo#. BDurante los
segundos trimestres de 1991, 1995 y 1996 la maYor parte de los casos reportados
ocurrio en los grupos de heterosexuales, homqséxuales Y bisexuvales de 20 a 49 afnos

(SIDA-ETS, 1996).

De los casos pediatricos ac mutados’ h i él,‘! dé-quio de-1996, el 60.3% se

transmitié por via perinatal;. el : sfﬁéién sanguinea'y el 2 % por abuso

sexual (SIDA-ETS, 1996)." : : ;
Hasta el 1 de julio de 1996 ba'con 27950 casos de,iS4IDA reportados; sin
embargo , corrigiendo ‘détﬁs; pé s o fic;t‘:i;":h"y retraso en la notificacién, se cuenta
con una estimacion real de los casos de 39 939 (SIDA-ETS, 1996). ‘
Del total de casos, 15 948 han fallecido (57.1%); continuan vivos 9 996 (35.8%) y

se desconoce la evolucion de 2"006,(?.2°/‘a) (SIDA-ETS, 1996).
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Figura 12. Estructura de HIV (Matsudaira, 1995).
Estructura esquematica del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) mostrando
particularmente 1a localizacidn de algunos de sus componentes.
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PATOGENESIS

La infeccién por el HIV se produce cuando las partlculas virales que van en la

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

sano. Las glucoproteinas de cubierta gp120 y gp41 son mportantes para Ia mfecclén
del HIV. (Stites, 1993 y Levy, 1993). ;
Por medio de analisis cristalograficos de rayos: X, se ha definido 'quévson

necesarias tres regiones no contiguas del extremo carboxilo terminal de Ia“gp1720 del

HIV para unirse a las moléculas CD4. Del mismo modo se ha encontradov'que‘» varios

residuos del extremo amino terminal, del dominio de la molécula CD4’ similaria latg V
son muy importantes para la union (Turgeon, 1996). ‘ -

Las particulas de HIV que se unen a la molécula CD4 entréh/en la célqla
mediante la fusidn directa de la membrana viral con la me‘ml_)‘ranaA ceiu!al; dgl hﬁésped.
este proceso es facilitado por la gp41 de la membrana viral. La unién de la'gp12‘0 ala
molécula CD4 permite a la gp41 insertar su cabeza amino terminél hidfofébica en la
membrana celular adyacente, iniciando la fusion de la envoltura de! virus cbﬁ la célula
(Levy. 1993). :

Una vez que el virion del HIV entra en la célula com|enza el c:clo reproductor El

nucleo proteinico del virus se rompe, el genoma RNA del HIV se transcnbe a DNA de

doble cadena por accién de la transcriptasa inversa viral, el DNA ral entra en el nucleo

en donde por accién de la integrasa viral se produce la mtegraclén del DNA viral en el
genoma de ia célula huésped, Este DNA es Ilamado provnrus Yy puede permanecer

inactivo durante meses o afos, con mnguna o poca produccidn de nuevas proteinas
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virales o viriones, y de esta forma la infeccidn de una célula individual por el HIV puede
permanecer latente (Stites, 1993). . :

El inicio de la transcripcién genética del HIV en las' tF:él“u‘le’rys.'T esta ligado
probablemente a la actlva;:ién fisioldégica de la celula T‘po'r"el éntlgeno o por la
estimulacion por citoc‘inﬂas. Léé secuencias de repeticiérlﬂft”e;rnrinyarlrVlarga (LTR) se
encuentran en los extremos de los genes de la estructura viral, estas secuencias estan
influidas por la estimulacion de! TCR y por citocinas del huésped. Por ejemplo, las
lectinas que se unen al TCR, el TNF y la linfotoxina, estimulan la expresién 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-macroéfagos, estimulan la expresion genética
del HIV y la replicacién viral en los monocitos y en los macrofagos. La estimulacion de
la transcripcién genética del HIV mediante la estimulacion de! TCR o citocinas,
probablemente implica la induccion de factores nucleares que se unan a las secuencias
de union del NF-«xB en el LTR viral. Este fendmeno puede ser significativo en la
patogenia del SIDA ya sea por la activacion fisioldgica de una célula T infectada de
forma latente en la cual se acaba la latencia y comienza la produccién de virus o por las
mudltiples infecciones que adquieren los pacientes con SIDA lo que provoca una
produccidén elevada de TNF; esto puede estimular la producciéon de HIV (Stites, 1993 y
Levy, 1993).

Tras la transcripcidn de los gene virales gag, pol/ y env, las proteinas virales se
sintetizan en el citoplasma. E! ensamblaje de las particulas virales infecciosas
comienza al introducirse los transcritos completas de RNA del genoma proviral dentro

del complejo nucleoproteico que incluye a las proteinas del nucleo proteinico gag y las
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enzimas codificadas por el gen pol/, necesarias para el siguiente ciclo de integracién.
Este complejo nucleoproteico se encierra dentro de una envoltura de membrana y sale
de la célula brotando de la membrana celular. La produccidn de virus maduros se
asocia con la lisis celular (Levy, 1993 y Bour, 1995) (Figura 13).

La infeccion por HIV destruye progresivamente a los linfocitos CD4 y el numero
de células CD8 permanecen constantes aunque, se ven incrementados relativamente a
causa de la disminucion de los primeros. Con el paso de los meses, e incluso afos, los
niveles de células CD8 permanecen elevados y el ntimero de células CD4 se
incrementa a valores superiores a lo normal. Posteriormente disminuyen lentamente en
periodos persistentes (25-40 celulas/pl al afo) lo que ocasiona la alteracion de la
relacién normal CD4 : CD8 (Richter, 1995, Bour, 1995).

Los linfocitos CD4 son relevantes para el buen funcionamiento del sistema
inmunolégico, interactaan con las células presentadoras de antigeno (CPA), células 8,
ceélulas T,citotéijcas ‘y células asesinas naturales (NK). Los linfocitos T CD4 son
esenciales ’:‘paf; Ié§ reébuestas inmunitarias celulares y humorales frente a varios
microorgvaﬁisn."ﬁés.ria‘ pérdida de estos linfocitos es la razon principal por la que los
pacien_tes ‘coﬁ' SIDA se hacen susceptibles a muchas infecciones. Sin embargo. los
mecaﬁismos ‘qu'e causan la pérdida de células T CD4 no se comprenden del todo
(Bour, 1995; Roitt: 1991, Stites,1993by Turgeon. 1996).

Se han propuesto varias teorias (Bour, 1995 y Levy, 1993) para’explicar ia
disminuciéon en el nimero de células T CD4 infectadas y entre estas se encuentran:
|. Muerte celular por fusién virus-célula.-Se ha observado la muerte celular por

toxicidad directa de parte del virus o proteinas virales de envoitura. Las cantidades
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- origina ciertos niveles no citopaticos que pueden cambi

. Apoptosis.- In vitro, se ha demostrado que los linfocitos

relativas de proteinas vlrales de envoltura producndas por la células |nfectadas con el

fa gp vural ‘4 pr rta modlficaclén o produce vanan(es cvtopéticas. Los

raila nd ccién de muene celular por las protelnas virales de

envoltura o‘son claros. Algunas variaciones en la permeabll ad de la membrana

pueden estar involucradas {Levy, 1993).

En algunos estudios realizados in vitro , las células infec as por HIV y que

producen citopatocidad, demostraron incapacidad para controlar el influjo de

cationes monovalentes y divalentes que se acumulan en’ la“célula’ con H20. La

pérdida de fuerza i6nica intracelular no sélo conduce a’la muerte celular, sino que

| bpténcial eléctrico de la

célula y comprometer su funcién normal (Bour, 1995).
cooperadores infectados
por e‘l Hiv mueren por apoptosis. Los linfocitos T cobperadores necesitan dos
estimu!qs par_a‘ aqtivarse. La primera seﬁél “"'e’s proporcionada por el péptido
antigénico 'éue vla célula presentadora de antigeno (CPA) muestra en su superficie en
el |ntenor de una hendidura de la molécula clase 1l del MHC y que es reconocido por

el receptor de Ios linfocitos (TCRY); la segunda seiial se deriva de la interaccién entre

sla molécula CD4 de la superficie de los linfocitos T y ia molécula de clase Il del MHC

de la CPA. Cuando ambas sefales son simuitaneas, el linfocito T CD4 queda

activado y prolifera para poner en marcha la respuesta inmunoldgica. Se habia
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demostrado que un anticuerpo anti-TCR podia actuar como antigeno en este
proceso 'y suministrar la primera de las dos senales necesarias para activar a un
linfocito T cooperador. Un segundo anticuerpo dirigido contra la molécula CD4 podria
complementar la activacion y de esta manera “engafar” a los linfocitos T
cooperadores y que éstos se combortén como si hubieran encontrado el antigeno
extrario contra el cual actian (Cohen, 1994). Se piensa que la primera sefnal fue
interpretada como una sefnail de alarma y puso en estado de alerta el programa de
suicidio celular apoptotico, que posteriormente acabo activa‘ndgse pof efecto de la
segunda sedial. ;

La molécula CD4 de los linfocitos T cooperadores es el‘ljeceptor del HIV porque
es capaz de unirse a la gp120 de la capsula de! virus. Se cree que la gp120 podria
suministrar las dos sefales que requieren los Iinfo‘cito#‘ T ’?:‘C!operadores para
activarse (Nagata, 1995). . _‘ P

Las personas infectadas con el HIV son portadoras ﬁésde el inicio de la infeccidn
de una de las dos sefales activadoras, con lo que cualquier patdégeno, un virus gripal
por ejemplo, podria proporcionar la segunda seﬁal,,qué. al éstar separada de la
primera, en lugar de activar una respuesta inmunita‘rfa.!pédrla activar un programa

de suicidio ceiular o apoptosis (Levy, 1993) e f ) ;

Superantigenos.- El HIV podria tener : un: pépt o que actue ccmo superamlgeno

s TCR Algunos

receptor. Este fendmeno podrlaj"progr’ama :

apoptosis (Levy, 1993).

celular.’ por e proceso de




V.Recubrimiento de células CD4 no infectadas con la gp 7120.- Posiblemente el
linfocito. T CD4 que ha sldo cubleno con la gp120 no esta disponible para actuar con

las moléculas HLA clase 1] de Ias células presentadoras de antigeno (CPA). lo que

traeria como consecuencta~la |nh|b 'lér\;de la respuesta de células T. De esta

manera’las células no infectadas s6n reconocidas qéi’no@élﬁaé nfectadas siendo
destruidas por células efectoras NK, que'realizan 1a  lisis ééiula de manera no
especifica y sin estar restringidas por el MHC, o llnfocl(os T cltotéxicos (CD8) que
pueden contribuir con la lesién tisular de algunas enfermedades. El reconocimiento
de los linfocitos T citotdxicos (CD8) involucra la lnteracplén con moléculas MHC clase
I, los antigenos de superficie en la céilula nativa y el receptor de células T. Las
células T CD8 requieren de dos sefales para activarse. Una de ellas esta dada por
-la interaccién de los receptores de la célula T CD8 para el antigeneo con un complejo
de un epitopo extrano y el MHC sobre la célula infectada por e! virus. La segunda
senal estad 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 CD8 se activan, se da el

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

! Del mismo modo, la unién de la gp120 al linfocito T CD4 podria reducir la
expresion superficial de varias moléculas necesarias para la activacién de la célula T
como por ejemplo: la propia CD4.

V. Efecto de las proteinas virales y complejos inmunes.- Se ha demostrado que las
proteinas virales de envoltura tienen efectos inmunosupresores en la respuesta

mitogénica de linfocitos T o sobre la actividad normal de células NK. En lo que
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respecta a la funcidén de células B, la gp120 podria interferir con la cooperacion
normal de células T bloqueando sus sitios de contacto. La proteina Tat puede
suprimir la respuesta de células CD4 para reconocer antigenos. La formacion de
complejos virales antigeno-anticuerpo podria limitar el sistema reticuloendolelial

afectando la produccion de citocinas y de esta manera afectar la funcidn mmune
(Bour. 1995).

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

detectado anticuerpos contra linfocitos T CD4 vy linfocitos T CD8. Algunos de estos
an(iéuerpos podran resultar de una respuesta anti-MHC inducida por Ias'proleinés
del HiV. ‘Golding y colaboradores (1993), han demostrado que algunos anticuerpos

paralla secuencia c-terminal en la gp41 del HIV tienen reaccién cruzada con

'regiones de HLA, particularmente con la cadena (3. Los anticuerpos contra las

proteinas de la molécula HLA clase I se encuentran unicamente en individuos
infectados con HIV. Estos anticuerpos se unen a los antigenos HLA clase I| naturales

e interfieren con la activacion normal de las ceélulas T CD4 (Bour, 1995).

VIl.Efecto de las citocinas.- Los macrofagos producen IL-1 y otras citocinas que

permiten que las células CD4 alcancen niveles de maduracion suficientes para

producif IL-2,. necesaria para !a auto estimulacion de células CD4 y ‘para'el

,crecimien(o y funcién de las células CD8. La IL-6 actia en el crecimiento y funcion

de células’ B y la: IL-4 pzra 1a maduracion de células T. Se ha postulado que la IL-4
induce ' la apoptos:s inhibiendo la funcién de otras citocinas (TNF-a e INF-y en
,macréfagos) que_ prevnenen la muerte celular programada en algunas células. Ei

TNF-a ayuda a mantener el balance en la produccion de una grén mayoria de
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citocinas pero, por si misma, puede ser citotéxica para las células T y puede inducir

apoptosis. Para un gran nimero de investigadores, el TNF-a es la causa princlpal de

los sintomas clinicos y la patologia de HIV (lemgslone 1996)
Otras células susceptibles a la infeccién’ por HIV incluyen ﬁbrobléstéé de: piel
humana, lineas celulares fibroblastoides derivadas de musculo y médula é#ea, ceélulas
de trofoblastos. monocitos, macrdfagos, células de la microglié. célula§ &e Langerhans,
células dendriticas foliculares, células B, células de retina, células de la mucosa del
colon, células adrenales fetales y lineas celulares de carcinoma humano de higado

(Levy, 1993).
TUBERCULOSIS Y VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

La pandemia causada por {a infeccion del HIV y la evidencia de una asociacién
entre el HIV y la Tuberculosis Pulmonar (TbP), ha causado importantes aumentos de la
TbP en algunos paises en los cuales ésta se encontraba erradicada. Debido a que el
HIV inhabilita e! sistema inmune, éste ha emergido como el factor de riesgo mas
importante en el progreso de Ia infeccidn 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 mas virulentas, es, a menudo, la primera
infeccién que se presenta (Reichman, 1993).

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

depresion en el conteo sanguineo de CD4 (Bloom 1994 y Reichman 1993).
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De los pacientes con SIDA en Améx;ica Latina, del 20 - 30% , tienen tuberculos?s
(Reichman 1993), la. TbP, como uha infeccion oportunista, aparece relativamente en el
curso de una ‘inieccién b‘or:HlV y en areas donde la infeccién por HIV es comun, una

casos de tuberculosis son coinfeccidon con HIV (Quinn, 1996).

elevada proporclén de l

Debldo -al aumento en la resistencia de la TbP a los férmacos en personas con
SIDA, se |ncrementa el riesgo de una infeccion primaria con Mycobac!enum
ruberculosls. La resnstencna multiple se encuentra fuertemente asocnada con e! SIDA y

conla sefopositi;/idad a HIV (Beck-Sague, 1992).

CELULAS T COOPERADORAS (Th1/Th2) Y SU RELACION CON ’fUBERcULOSIS
PULMONAR Y SIDA. ‘
En 1986 , Mosmann y colaboradores reportaron que clonas de qélulas T CD4
murinas podrian ser clasificadas en dos grupos, Th1y Th2. b'a_séhc.!osve;eﬁ las citocinas
que éstas producian y. sﬁs actividades funcionales. Actualmente se sabe que las

células Th1 producen mterleucnna 2 (IL-2), interferéon gama (lNF—y) y factor de necrosis

n de lL-4 lL-

tumoratl beta (TNF-pg) y que las células Th2 se definieron por su produc

5, IL-6, IL-10, e IL-13; ambos tipos celulares (Th1 y Th2) producen IL-3 TNF-a \ fador

ismo modo, las

estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM- CSF ; |
células ThO se caracterizan por la produccién de citocinas’ de los tlpos 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-) (Mosmann, "1996).
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Figura 13 Patogénesis del HIV (Stites, 1993).
ta gp 120 se une a la molécula CD4 de la superficie de una célula T. Por accion de la gp 41 se
fusiona la envoltura del virus con la ceélula. El virion del HIV entra en la célula, el nucleo proteinico
se rompe y el RNA se transcribe a DNA de doble cadena por accién de la transcriptasa inversa; el
DNA viral entra al nocleo y se integra en el genoma de la célula huésped, se introducen las
transcripciones del RNA al complejo nucleoproteico y par accion de los genes gag, pol 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 expresidn 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 macréfagos 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 produccion de INF-y y la IL-4 promueve la
sintesis de IL.-4 y otras citocinas Th2 por accién de las células T in vivo e in vitro. Es
ampliamente evidente que estos patrones de citocinas son importantes en la mediacién
de resistencia o susceptibilidad a una gr;in variedad de agentes infecciosos (Kelso,

1995).

El concepto de la respuesta lnmunolég a de las células Th1 y Th2 ha llegado
para jugar un pape! cel ' Ia lnmunldad a infecciones. En modelos

murinos de Ieishrhanla y Iepra se ha observado el papel protec(or de las células de

respuesta Th1 y el efecto inh ldor dado por las celulas de respuesta Th2. En

infecciones helmintlcas ‘a humanos Y roedores.  la respuesta inmunoldgica inicia en
direccion a Th2, la cual parece ser mas protectora para el huésped y se ha observado
1a tendencia a disminuir la regulacién de respuesta de tipo Th1 (Liblau, 1995 y Kelso,

1998).

En la malaria. se encuentran ambos tipos de respuesta inmunologica y, parece

ser también, que ambos confieren proteccion (Liblau, 1995).
Algunos estudios han indicado que la mayoria de las clonas de células CD4

reactivas contra Mpycobacterium tuberculosis que han sido propagadas in vitro, son




semejantes a Th1, produciendo elevadas concentraciones de INF-y y bajas
concentraciones de IL-4 e [L-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 tlpos de

citocinas. Th1 y Th2 incluyendo INF-y, IL-2; IL-5§ e IL-10. Se piensa que los rnacréfagos I

alveolares fagocitan a las micobacterias y producen [L-12 favdreéiéhydovel dqéarrollo de

células Th1 (Tossi, 1996 y Barnes, 1994).

Britton pubhcé ciertos hallazgos suglnendo que el HlV no

fenotlpo de las células TH1 a las de! fenotlpo Thz Amelsen y tu argumentan que Ia )

anergla de las células T, en estados avanzados d

resultado una dlsminumén dinamica de las células T. CD4 funcnonales (Th1

apoptos:s inducida por el virus y por Ia |nefcle'

un defecto en la produccién de IL-12 por células accesonas. (ales como los macréfagos £

infectados (Andrleu '1995).

Clerici y Shearer han |ndlcado el papel central de Ia respuesta Th1 V- Th2 en’el

curso de la infeccidn con HIV y SIDA. Han sugerido que Ia respues a”de hpo Th1
confiere proteccidn asociandose con una mejor prognosis, mientras que el cambio de
respuesta de Th1 a Th2 esta asociada con una peor prognosis. Betwich y
colaboradores encontraron en inmigrantes etiopes que el sistema inmunoldgico esta
altamente activado con caracteristicas Th2 y ThO. Los autores sugieren que este tipo
de activacion inmunoldgica facilita la infeccion por HIV y esto influye en el curso de la

infeccion (Bentwich, 1995).
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RELACION DE TUBERCULOSIS PULMONAR Y SIDA CON HLA

La respuesta protectora contra Mycobacterium lubercuIOSIs esté medlada

primeramente por los Imfocutos T C04 'y los fagocitos mononucleares. La fago<:|lc>5|s de .

la bacteria trae como consecuencua el’ procesamlento proteolluco de' los antlgenos

bactenanos para produclr péplidos pequenos que se puedan umr a la moléculas del R

MHC clase ll y generar una respuesta mmune ya que las pPro ) 5 = ,sonb
reconocidas como péptldos anﬂgénlcos por los hnfocltos T sél unidas 'alua;s‘
moléculas del MHC :

En lo que. respecta a la patologia ocasncnada ‘por.el-HIV:s ha propu sto que

primeramente, el monocnto y el macréfago entran lacto con el v1ru fagocnténdolo ;

y procesandolo de manera que sea reconomdo por Ias células T. Los antigenos vnrales

unidos a fas moléculas del MHC clase Il 'so rese ta os a los Iinfocutos CD4 para su'

reconocimiento por mele de TCR y, posterxormeme.su procesamiento La gp120 se

une a la molécula CD4 de Ia d>'u a célula T y por acclén de la gp41 se'

fusiona la envoltura del virus’ con la célula. El vtrlén del HIV entra en la célula. e| nucleo
proteinico se rompe y el RNA se transcrlbe a DNA de doble cadena por accién de la
transcriptasa inversa: el DNA viral entra al nucleo y se mtegra enel genoma de la célula
huésped, se introducen los transcrltos del RNA al complejo nucleoproteico Yy por accion
de los genes gag, pol y env este complejo sé encierra en una envoltura de membrana y
sale de la célula provocando lisis celular. Siﬁ embar‘gko. existen indicios de activacién de
circuitos inmunosupresores, como la accién de las citocinas, que podrian influenciar la

expresion de ambas patologias (TbP y SIDA) (Stites, 1993: Levy, 1993 y Roitt, 1991).
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El reconocimiento celular restringido por célutas T, la respuesta inmune a varios
antlgenos de orlgen microbiano, viral o parasitario y Ios genes de HLA podrlan jugar un

papel slgnuf‘caﬂvo en la regulacion genética de susceptibilldad a una mfeccién. En

pamcular. se han encontrado asociaciones entre TbF’ y S D on Ios Iocl de HLA en
muchas poblacnones‘ en .- caucasicos, afrlcanos

asoclaclén de TbP con el marcador DRz :

predlsponentes a Ia enfermedad S' ad étnica de las

asoclaciones entre alelos pa bl’?*'interfleren en el
t Aogia"(Livingstone. 1996,

Rajallngam. 1996 y Susukl. 1996). 3

No existe todavia un marcédor nr seroldgico que pueda identificar’

pacientes con HIV en los cuales la’ ' TbP va llarse eventualmente. se piensa

que factores genéticos asociados con los de HLA podrian jugar un papel en el

desarrollo de SIDA y la susceptibilidad (:ierta‘s>‘enfermedades oportunistas. En

homosexuales caucasicos con Sarcoma de Kaposi se ha encontrado una significancia
importante con el marcador DRS. Otros investigadores han sugerido que el marcador
DR3 confiere cierta resistencia a la enfermedad y otros han encontrado una asociacion

muy fuerte con DR1 (Kuntz, 1989 y Kilein, 1987).
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OBJETIVOS
E
HIPOTESIS



OBJETIVO GENERAL

= Definir el papel que juegan los marcadores genéticos del MHC en la susceptibilidad o

resistencia a tuberculosis puimonar (TbP).

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar por medio de métodos serolégicos (microcitolinfotoxicidad) y métodos
moleculares (PCR), los antigenos HLA clase Il (DR; DQ), que se encuentran

asociados a TbP y HIV en sujetos enfermos y sanos de la misma etnia (mestizos

mexicanos).

Comprobar que los métodos moleculares confleren resultados mas exactos y

precisos en la tipificacién de moléculas HLA clase Il ya que identifica subtipos de

HLA DRpB1.DQa! y DQB1! que no pueden ser detectados por serologia.

3. Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos T y la concentracion de (32—

microglobulina en ios grupos a estudiar, comparandoios con controles sanos, para

determinar la relacién de ambos en la patologia en cuestion (TbP y HIV).
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HIPOTESIS

“ Determinando los antigenos del MHC clase Il (HLA-DRpI1, DQu«l yDQp1) en
individuos sanos y enfermos. con caracteristicas étnicas :seniejaniés ‘(mestiz’os
mexicanos), identificaremos el o los marcadores geneéticos de” susdepﬁbilidad o

resistencia ligados a tuberculosis pulmonar (TbP).

o i




MATERIAL
Y
METODOS



ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Sangre Venosa Periférica

r

Beta 2
Microglaobulina

con EDTA como

(30 ml)

l

Perfil Inmunorregulador

B Purificacion de Linfocitos (CD4yCDB)
sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque )
- Separacion de linfocitos T y 8 mediante formacién
de rosetas con eritrocitos de carnero
y M l de Antigenos HLA clase 1l
Método
Linfocifos B Lisis dé G Lisis de Gl

Rojos Blancos de sangre
de sangre venosa periférica

Dcterminacion de antigenos HLA-
DR por microlinfocitotoxicidad

Interpretacién de Resultados  +———— transiluminador de luz U.V.

Extraccion de DNA con
Fenol/Cloroformo/isoamilico

P i de JNA con al

Amplificacién de DNA por PCR

Tipificacién de DQa1.DOb1 y DRb1 por
PCR

+«— Electroforesis en Gel de Agarosa



A) Material Biologico:
1.- Poblacion en Estudio:

Se tomo sangre periférica por puncidon venosa a 34 pacléntes con tuberculosis
pulmonar, 31 pacientes HIV positivos con manifestaclones; _«;:I[nicas de SIDA y 10
pacientes con tuberculosis pulmonar - SIDA. A fpdég ié;'j—bé;:ientes se les informo
acerca del proyecto pidiéndoles su anuencia para I‘a_d‘oﬁacién de la muestra sanguinea
y debido a que no se tratd de un procedimiento ih\)asi\)b ni perjudicial para el paciente
no fue necesario firmar un consen(imient9 |;-.'n:vpr::es‘cr'itf.k)T Para seleccionar a los pacientes
adecuados para este proyecto se contd con la colaboracion de los médicos residentes y
meédicos adscritos al servicio clinico No. 2 del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), quienes facilitaron las historias clinicas con las que los pacientes
fuer;on evaluados. La patologia de cada grupo fue confirmada por PCR y BAAR (para
Tuberculosis pulmonar) y ELISA e Inmunoelectrotransferencia (para HIV); asi como 208
testigos sanos residentes del D.F. (mestizos mexicanos) con BAAR y ELISA negativos.
« CRITERIOS DE INCLUSION:

= Tuberculosis:

0 Basiloscopia positiva

0 ADA en liquido pleural

= HIV:

0 ELISA e Inmunoelectrotransferencia positivos )
¢ Pacientes infecciosos comprobados por cultivo de lavado bronquial ¢ biopsia

transbronquial in situ o a cielo abierto.



= Tuberculosis pulmonar - HIV:

o

o

ELISA e Inmunoelectrotransferencia positivos

Baciloscopia positiva y/6 PCR positivo para tuberculosis

CRITERIOS DE EXCLUSION:

No ser mestizos mexicanos por abolengo; es decir, que no tengan mas de tres

generaciones viviendo en México.

Diagnostico poco preciso de complicaciones en pacientes séroposili\/os -

Falta de consentimiento del pacueme

A todos los sujetos del estudio se les reahzé B 2m po ELISA (ncrmal <2 5pg/dl)

mediante la siguiente prueba estadlstlca -

Chi-cuadrada (/_ ).
Dentro del materia! biolégico taml‘:iéx‘-l» se uiilizaro‘ri‘:"

2.- Sangre venosa periférica con EDTA como ‘anticoagulante.

3.- Suero de conejo como fuente de complehrénlo. S

4.-Globulos rojos de carnero.

5.-Linfocitos totales ajustados a una concentrar.;idn de 4 x 10"‘ células/ml con RPM!
complementado con SFT al 20% - Cel v ‘ :
6.-Panel de referencia dirigidos a especificidades de Clase Il ébtenidos de placentas

de mujeres muitiparas, tipificados en EUA.
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B) Material de vidrio y plastico:

Se encuentra indicado en el texto.

C) Reactivos:

Se indican en el texto. "

D) Equipo:

Potenciometro (Béckman)

Parrillar de calor graduable y agiiaci;n cbnsténtreyi'rrhérmolyr;e)
Bano de agua. Modelo 180 (Precision) S

Balanza granataria de dos platos (Ohaus)

Microscopio optico (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-Etmer)

Equipo de electroforesis horizontal minisubmarino (Hoefer)
Transiluminador de luz UV onda corta (UVP)

Camara polaroid DS-34 (Kodak)

Bomba de vacio (Sorensen)
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PURIFICACION DE LINFOCITOS TOTALES

En la mayoria de las pruebas realizadas en el laboratorio de histocompatibilidad

se utiliza un hpo partn:uiar de células o componentes dela sangre periférica (suero
granuléqito$ Imfocl\os totales linfocitos T y B, células mononucleares, eritrocitos.,

plaqueta‘s v onocutos)

Su aislamiento y purificacién se basa en propiedades
ihl(lnsecas exmn_sgcas de cada uno de estos componentes.- Entre las propiedades

seie cuén(ré el tamafio, la densidad,

la viscosidad, - adhesividad y
granulandad Entre las exmnsecas estan la expresion de marcadores de la superficie

celular de recep!ores y capacidad fagocitica.

Una de las técnicas mas usadas actuaimente en el laboralono es la separacuén

de’ células mononucleares con soluciones de una densidad dada. usando Ficoll-
Hypaque, la cual tiene una densidad de 1.077 g/ml que es ldenhca a la de los hn(ocltos

y monocitos. Este reactivo es una combinacion de un pollmero de sacarosa de alto

peso molecular (Ficoll) y un compuesto organico yodatado (diatrizoato de sodio; 3-5 bis

acetilamino-2,4.6 acido triyodobenzdico). Cuando se centrifuga la sangre: en el

gradiente de Ficoll-Hypaque. los granulocitos y eritrbcitos que tienen ‘una mayor
densidad, pasan a través de éste formando un paquete .en el fondo del tubo. Laé
plaquetas que tienen una densidad menor permanecen en la fraccion ‘pjlrasméhca y los
mononucleares se localizan en la interfase. Cuando ‘quedan ‘en a interfase algunas

plaquetas se pueden eliminar posteriormente cenli’ifugandb a baja velocidad (Tak Yan
Yu, 1973; Stites,1993; Avila, 1989 y Juéréz, 1990)
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Meétodo:

. Se obtuvo la muestra por punéjén venosa (20 ml) empleando EDTA al 5% ’como
anticoagulante. ’ ) ’

. Se separé 1 m! de la muestra"paf:arl‘a técnica de subpoblaciones y el (ésto‘de la
muestra se centrifugd a 1042 g durante 5 minutos para separar el plasma que se
empled en la determinacion dg beta 2-microglobulina por el método de ELISA,. - V V

3. Se diluyd la sangre con solucidn salina fisiologica (SSF) (PISA) en relacion 2.;1. :

. Se adicionaron 2.5 ml de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, Nycomed) en tubo dg \'/iqﬂo.‘

5. Se homogeneizéd la sangre diluida perfectamente y se agregd cuidadosamente por
las paredes del tubo con la solucién separadora, evitando que se méi&lafah 'a}'nbas
fases. '

6

. Se centrifugd a 430 g durante 30 minutos y con ta ayuda de una plpeta Pasteur se

recolecto la banda de leucocitos que se localiza cerca de Ia erfas y se colocaron

en un tubo de vidrio.

7. Se lavaron los linfocitos tres veces f:o 'SMSF 04 ‘g ,durévnte 5

ma'yé;' cantidad pos

minutos con la finalidad de elim‘in'ar \f de Ficoll-Hypéque y

plasma.

8. Se contaron las ceélulas en cémara de Neubauer ajusténdolas a4 x 0; cel/ml para

obtener de esta manera, la concentraclén adecuada de ¢ élulas para cada pozo.
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SEPARACION DE CELULAS T Y B MEDIANTE LA FORMACION DE ROSETAS

La formacién de rosetas es uno de los métodos empleados para aislar linfocitos
mediante su asociacion 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

permanecen en la interfase de donde son recuperados (Indiveri, 1979 y S(ites.1993i.

Método .

1. Se lavaron los glébulos rojos de carnero (GRC) tres veces con SSF y se aqutardn al

2% con RPMI 1640 complementado con suero fetal de ternera (SFT) al 20 %..

2. Se  mezclaron ' los linfocitos purificados con los

concentraciones y se incubaron en bano Maria a 37 °C Vduf'ahl
3. Se agifaron suavemente y se incubaron a 4°C durante 24 Ho:ras : =
4. Se mezclé la suspension suavemente y se depositod en gradientes de Ficoll

centrifugando a 430 g durante 30 minutos.

5. Se separaron los linfocitos B, que permanecen en la interfase, y se lavaron tres

veces con RPMI 1640 complementado con SFT 20% centrifugando a 1042 g durante

5 minutos. Se comprobd la pureza de linfocitos B con doble roseteo.
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6. Se resuspendid el botén celular en la minima cantidad de RPMI complementado con

SFT 20% (80 pl) y se sembrard en las placas con antisueros especificos para HLA

clase Il.

CONSERVACION DE LINFOCITOS POR CONGELACION

La criopreservacion de linfocitos es un método excelente para el
almacenamiento por largos periodos manteniendo el pH y la esterilidad.

E! uso de ceélulas 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 congelacidon 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
disminucién de 1-2 °C/min lo cual es 6ptimo para los linfocitos preparados en medio
dimetilsulféoxido (DMSO).

El método manual es util cuando se usan cémlas que se deseen preservar.con
fines de cultivo de mezcta de linfocitos, linfocitos para la tipificacion HLA, con;ervacién
de lineas celulares, o para guardar células con el fin de extraer DNA. Este :Vrn'étc‘:'dé

requiere almacenar las células a -70°C en congeladores o a -196°C en tanque 'de

nitrogeno.
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La criopreservacion requiere de un pretratamiento de las células con un agente

protector (el dimetilsulfoxido {DMSO} o la glicerina). Si no se usan estos agentes, los

linfocitos pueden sufrir dafo por diversos mecanismos: un enfriamiento lento causa

i

dafio por disminucion o pérdida de agua intracelular, resultando en una elfevada
concentvra‘ciénvde sales, mientras que. un enfriamiento rapido causa destruccion por la
forméclén de cristales de hielo dentro de 1a célula. La inclusién de DMSO en el medio,
sir\)e para-reducir el tamafo de los cristales ‘de "hielo -intracetulares - asi cqrﬁo fa
concentracion de solutos. Et DMSO suele ser citotédxico a'los iinfocilps Va 'temr;urerrafura

ambiente por lo que las células se deben meter en frio minimizando el tiempo en que .

éstas estéen expuestas al criopreservador (Barrocei, 1984).

Meétodo:

1. Se colocd en un vaso de precipitado hielo seco picado y se enfriaron dos viales para

congelacion.

2. Se adiciond 1 ml de las células previamente contadas y a la diluciéon adecuada (2 a 8
x 10° celulas/mi).

3. Se prepard la mezcla de congelacidn de la siguiente manera: Por cada m! de
suspension celular se preparé 1 ml de mezcla tomando 0.9 ml de RPMI
complementado con SFT 20% y 0.1 m! de DMSO.

4. Se agregd 1 ml de la mezcla de congelacion a cada vial y se adicioné el m! de
suspension celular sobre,la mezcla cuidadosamente formando una interfase.

5. Se invirtieron los viales lentamente para que ambas capas se mezclaran.



6. Se congelaron durante una hora a -20°C y posteriormente se pasaron a -72 °C.

DESCONGELAMIENTO DE LINFOCITOS
1. Se p'reparé el bafio Maria a 37°C.
2. Se saco el vial del congelador y se sumergid en el bafio Maria agitando stavemente.

3. Se vacid el contenido a un tubo de ensaye cuando desaparecieron totalmente los

cristales de hielo, se agregé solucion salina y se agité suavemente. - :

4. Se centrifugé a 1042 g durante 5 minutos y se repfetyiéi dos ces el proceso de
favado. . C

5. Se decantd el sobrenadante, y se resuspendieron las céldlés ‘_én‘ 1ml de solucion
salina para obtener el porcentaje de viabilidad utilizando"abzyul de tripan.

6. Si las ceélulas iban a ser procesadas para la tipificacion de HLA clase | y Il se
resuspendian en medio RPM| complementado con SFT al 20%. Si se iba a extraer

DNA se tomo la cantidad necesaria y se procesaron.

Nota- El porcentaje de celulas viables se encontré entre un 80 y 92%.
TIPIFICACION DE ANTIGENOS HLA CLASE Il POR MICROLINFOCITOTOXICIDAD
El método fue desarrollado por Paul Terasaki en 1864 y fundamentalmente se
llevan a cabo reacciones antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y lisis por complemento.

La prueba de microlinfocitotoxicidad se usa para delinear el perfil HLA de un

individuo, usando un grupo de sueros anti-HLA bien caracterizados. La
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linfocitotoxicidad es una reaccion dependiente del complemento en la que los linfocitos

se incuban primero con un antisuero y después con una fuente de complemento fresco

de conejo que se mantiene a -70°C. La union de anticuerpo anti-HLA al antigeno que

se halla sobre la superficie de la célula activa a la cascada de complemento, el cual

finalmente dana a la membrana de la célula. El dano se visualiza por la incorporacion

de un colorante vital a la célula como la eosina amarillenta. Cuando un anticuerpo se

pega y mueren mas del 50% de células se considera que el antigeno HLA esta”

presente (Moses. 1992).

Metodo :

. Se anadieron 5 nl de aceite mineral a cada uno de los pozos de Ias'placas Terasaki

(de 72 pozos Robbins Scientific) para que no se evaporaran los antisueros.

. Se sembré 1 1l de los sueros de referencia con microjeringa Hamilton multiple (AH

Robbins) en cada pozo (especificidades DR1 a DR10).

. Se adicioné 1 ul de la suspension de linfocitos en cada pozo de la placa que

corresponde utilizando una jeringa Hamilton sencilla (AH Robbins), y se mezclaron
con un agitador vortex (Maxi-Mix ll. Thermolyne) para que el suero y las células
estuvieran en contacto.

La placa se incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente.

. Se adicionaron 5 pl de suero de conejo como fuente de complemento a cada pozo

utilizando 1a jeringa Hamilton muiltiple y se agitd suavemente en vortex evitando que

se saliera el complemento (C) de los pozos.
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6. Se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con el fin de que se activara el
complemento y se produjera [a lisis. .

7. Se agregaron 5 ul de eosiné an"narillen'la y se dejaron reposar durante 10 minutos.

8. Se agregaron 5 ul de formalina neutralizada al 40% y se dejaron fijar las células
durante 30 minutos. ) v

9. Se colocaron los cubreobjetos sobre la placa y se guardaron en refrigeracién hasta
su lectura. ‘ :

10. Se leyeron en microscopio invertido con condensador de contraste de fases (Carl
Zeiss), se valord el nimero de células vivas y muertas y se reportaron los resultados
con base al siguiente criterio establecido por Paul Terasaki en relaciéon a sus

experimentos :

Mortalidad celutar : Calificacion : Interpretaciéon:
0-10 1 Negativo
11-20 2 Negativo
21-30 4 Dudoso
31-80 (=] Positivo
81-100 8 Positivo
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DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T CD4 Y CD8

Los dos subgrupos de células T (CD4 y CDB8). se cuantifican mejor mediante el
uso de anticuerpos monoclonales unidos a un fluorocromo. El uso de fluorocromos de
dos colores distintos.

acoplados cada uno a un anticuerpo particular, permite la

fluorescencia simultanea de dos colores en células individuales,
Se alsla una suspension de células de sangre u otros tejidos, y se marca con un’
anticuerpo fluorescente u otro fluorocromo y las células tedidas puedén ser observadas

en un microscopio de epi-fluorescencia o bien valorada mediante citometria de flujo
(Stites,1993).

Método:

1. Se colocaron 10 il (1:20) del‘an(icuerpo mon&clonal CD4 (clona MT- 310) y CD8
{clona DK26§) (Dakko) en tubos de ensaye.

2. Se agregaron 50 p! de sangre. se agitaron en vértex y se incubaron a 4°C durar\le 30
minutos én completa 6scuridad

3. Se agregd 1 m! de soluciéon de Ilsls de glébulos rojos agntando suavemente e
incubando 10 minutos en oscurldad :

4. Se adiciono solucién amortlguadora de fosfa{os a, cada tubo y se centrifugd a 1042 g
durante 10 min. Se repltib el proé sO 4es vece

5

. Se fijé la muestra agregando 10 nl de\formcl al 37 % y se coloco en un portaobjetos:

teniendo cuidado de se"ar el cubreob;etos con barmz
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6. Se realizd el recuento de células fluorescentes y células no fluorescentes.

Nota- Las condiciones de oscuridad son esenciales para el proceso.
DETERMINACION INMUNOENZIMATICA DE BETA 2-MICROGLOBULINA HUMANA

El ensayo inmunoenzimatico (Enzygnost beta 2-Microglobulin micro, Behring)
esta basado en el principio de competicién para la determinacién i vitro de la beta 2-
microglobulina humana.

En la reaccion inmunoldgica la beta 2-microglobulina de la muestra compite con
la que se encuentra en él conjugaaé beta 2-m/POD para fijarse sobre los anticuerpos
contra beta 2 -m adheridos a la superficie de la placa de microtitulacién. El exceso de

conjugado se elimina’p»or lavado v se determina actividad enzimatica. La intensidad

cromatica es inversamente proporcional a la concentracion de beta 2-microglobulina y

se determina folomvétrica‘mente a 492 nm.
EXTRACCION Y PURIFICACION DE DNA

El aislamiento vy la purificacidon de acidos nucléicos (DNA y RNA) a partir de
fuentes bioldgicas consiste de tres pasos fundamentales:
1. Lisis de la membrana celular
2. Inactivacion de las nucleasas celulares
3. Separacién del acido nucleico deseado a partir de desechos

celulares. .
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Actualmente existen varias metodologias que permiten la obtencién del DNA
partiendo de diferentes fuentes como por ejemplo: gotas de sangré seqé. sél;nen.

tumores, cabellos, tejidos antiguos, entre otros. Sin embargo 1a fuénle mas empleada

para obtener DNA es la sangre periférica. En este caso el prirnér paéo es la eliminacién :

de entrocntos mediante un choque hipotdnico para dejar Ilmplos a Ios‘ eucoctlos

Posteriormente se lisan los leucocitos para liberar el DNA. La Iisis puede Ilevarse a

totatidad utilizando detergente idnicos como el SDS. Alxernatlvamente se puede hacer
una lisis con detergentes no ibnicos como el NP-40 o el Tritdbn X-100. En e;te caso se
obtienen nucleos que se lisan posteriormente usando SDS.

£En ambos casos la eliminacién de proteinas y nucleasas se logra incubando et
DNA liberado con proteinasa K y efectuando extracciones organicas o mediante el
empleo de perclorato de sodio y extracciones organicas.

Generalmente la extraccion del acido nucleico a partir det lisado celular necesita
el empleo de disolventes organicos muy potentes como_es el caso del fenol/cloroformo
que separa al acido nucleico dejandolo en la fase acuosa y al resto de los componentes
celulares, incluyendo proteinas, las mantiene en la fase organica. El procesamiento de
la muestra requiere de mas de dos horas y se émblean grandes volomenes de muestra

y reactivo (Du, 1993).

Método: ' :

1. Se tomaron 30 ml de sangre periférica con acido etilendiamino tetra acético (EDTA)

como anticuagulante (no usar heparina porque inhibe las enzimas de restriccion).
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2. Se centrifugaron a 1042 g duranle 5 minutos. SAUR E"

ESTA TE™'S MO DEBE
L. LILIBTECA

3. Se tomo la capa de blancos de la superf'cue del paquete y se pasaron a un tubo de

0o o N O O

. Se centnfugé a 1500 =] durant

10-15 ml.

. Se llend el tubo con 8-10 m! de moniguador de lisis para gldbulos rojos mezclando

cuidadosameme (_ er a

'5 minutos.

. Se ehmlné el sobrenadante de Ios entrocltos lisados.
. Se anadieron nuevamente 8-10 mi de solucion de lisis.
. Se centrifugd a 1500 g durante 15 minutos a 4°C.

. Se descarté el sobrenadante.

10.Se resuspendié el botdn de células blancas en 1ml de solucidn salina de citratos

(SSC) 1X (Ver apéndice 1).

11.Se afiadieron 4mi del amortiguador de lisis para gidbulos blancos (Ver apéndice 1).

12.Se dejoé incubando toda la noche a 53°C en bafo Maria.

EXTRACCION CON FENOL/CLOROFORMO/ALCOHOL ISOAMILICO:

Método:

. Se anadié un volumen equivalente (V/V) de una solucién de fenol saturado (Ver

apéndice 2).

. Se agité 10 minutos manualmente de manera suvave hasta la obtencién de una

emulsion.
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3. Se centrifugd a 1500 g durante 15 minutos a 4°C

4. Al terminar, se colocaron los tubos en hlelo y se tomé la fase superior para pasaria a

9.

. Se hicieron dos extracciones con: fi

. Se paso la fase superior a un tubo ﬁim

. Se hizo una ultima extraceion con'

un tubo limpio (No tomar la lnterfase)

. Se hizo una segunda extraccuén con fenol saturado y nuevamen(e se paso la fase

superior a un tubo limpio.

oroformo’ (v/v) . centrifugande a 1500 g

durante 15 minutos a 4°C.

oformo/alcohol isoamilico (24:1) (viv) (Ver

apéndice 2). i
Se centrifugd a 1500 g durante 15 minutos a 4°C.

10.Se paso la fase superior a un tubo nuevo.

PRECIPITACION CON ISOPROPANOL ABSOLUTO:

Meétodo:

. Se agregd al DNA extraido en 5 ml de solucion, 170 ml de NaCl 3M 6 100 ml de

NaCl 5M para obtener una concentracion final de 100 mM, mas un volumen de

isopropano! absoluto.

2. Se agitd suavemente durante 20 minutos hasta que precipitd el DNA.

3. Se recogié el DNA flotante con una varilla de vidrio con la punta curveada.
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4. Se lavd 10 veces, sumergiendo la punta con el DNA y sacandola, en etanol al 70% a

varilla. : ; ; ]
7. Se dejé al DNA en agitacidén continua a 65°C durénte_'z 63 horas para que se
resuspendiera completamente.
8. Se leyd a 260 nm para obtener {a concentracion de DNA. La lectura se multiplicd por
50 y se expreso en png/pl. Puede leerse todo el DNA o hacerse una dilucién (1:100 &
1:50).

AMPLIFICACION DE DNA POR PCR -

La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) es un método in vitro para la
amplificacion enzimatica de secuencias especificas de DNA (Barrera, 1993 y Bell,
1989). La técnica de PCR tiene la capacidad de sintetizar millones de copias de una
secuencia especifica de DNA (Lew, 1992 y Eisestein, 1990).

La especificidad de la técnica esta basada en dos iniciadores de oligonuciedtidos
que flanquean el segmento de DNA que va a ser amplificado e hibridizado en los

segmentos opuestos (Eisestein, 1990 y Nevinny, 1991).



Método:

Preparacion de las muestras para ser amplificadas:
1. Mezcia de ampliﬁcacién» para DQ-alfa: . . 7
Agua destilada estéeril : > Varia en funcidn a la cantidad de DNA a
: adicionar
Solucién amorﬂguadora PCR 10X S0l

Mezcla de nuc|e6 |dos 10 (2 5 ul de cada nucleétldo)

(dATP, dCTP, dGT TTP) (Perkm-Elmer)

Ampli Taq DNA pollmerasa o 0.5l
Iniciador GH27 : S 1.0ul
; Iniciador GH26 ' 1.0 i =7
DNA humano 1.0 ut (500 ng/100 ni)

=> Para evitar la pérdida de la muestra durante el ciclo de amplificacion se adicionaron

100 pl de aceite mineral a cada tubo.

o Ciclo de amplificacion:
1. Desﬁaluralizacién 9650 1 minuto
. 2. Alineacion (35 ciclos ) 96°C 1 minuto
60°C 30 segundos
72"0‘ 1 minuto
3. Extension 72°C 5 minutos®
= Ver ias de amplificacion genérica en apéndice 3




Al finalizar, se dejaron las muestras a 4°C para proceder a verificar la amplificacion por

medio de electroforesis.

1. Mezc!a de amplificacion para DQ-beta:

Agua destilada estéril, Varla en funcién a |a cantidad de DNA a
adicionar
,Soluclén amomg dora PCR 10X 10pd

10 ul (2.5 pl de cada nucledtido)

0 5l

lnucuador GH29 .1' 2.0 "
Iniciador 05130 I S 2o
DNAhumane - . . 1o (500 ngl100 )

= Para 'eyilar Ia'pér'dl‘da de la muestra du_rante el cmlc de amplificacion se adicionaron

100 ui de aceite mineral a cada tubo.

[ Ciclo de amplificacion:
1. Desnaturalizaci6n 94°C 1 minuto
2. Alineacion (35 ciclos ) 94°C 1 minuto
60°C 1 minuto
72°C 1 minuto
3. Extensidn 72°C 5 minutos

Al finalizar, se dejaron las muestras a 4°C para proceder a verificar la amplificacién por

medio de electroforesis.

** Ver secuencias de amplificacion gendrica en apéndice 3.
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II1. Mezcla de amplificacion para DR-beta:

Agua destilada estéril © .- - Varia en funcién a la cantidad de DNA a
: adicionar
Solucién amortiguadora PCR 1OX 210l

Mezcla de nucleéhdos _10 pl (2 5 ul de cada nucleétido)

(dATP, dCTP : dGTP dTTP) (Perkm-Elmer)

: o5
lniciadbr GH 50 2.0 "
tniciador CR 2.0 pl**
DNA human s : ) ' 1.0 pl (500 ng/100 ul)

= Para evita pérdida de la muestra durante el ciclo de amplificacion se adicionaron

100 pi de éceité mineral a cada tubo,

4] Ciclo de amplificacién: S
1. Desnaturalizaciéon 94°C 1 minuto
2. Alineacién (30 ciclos ) ' 94°C 1 minuto
55°C 1 minﬁto
72°C 1 n;linu‘to
3. Extension 2°C 5 minutos

Al finalizar, se dejaron las muestras a 4°C se renré el aceite ¢on- mucho  cuidado

procediendo a verificar la ampllf‘cacmn por medlo de electroforesis

** Ver secuencias de amplificacion genérica en apéndice 3.
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TIPIFICACION DE LOS LOCI HLA DQ-ALFA, DQ-BETA Y DR-BETA POR
AMPLIFICACION CON PRIMER SECUENCIA ESPECIFICA (PCR-SSP)
La serologia era el método primordial con el que se contaba para la

determinacion de las especificidades de los alelos HLA clase | y |l, sin embargo no era

posible determinar todos los fenotipos polimérficos de las subregiones de cada clase de

alelos (1 y Ii) del sistema HLA humanao.

Actuaimente, los meétodos de biologia molecular, en particular PCR, han
permitido determinar |a variabilidad genética de 1a mayoria de los alelos de HLA ya que
el método de PCR puede ser utilizado especificamente para amplificar una region
seleccionada de DNA (Rajalingam, 1996 y Riisom, 1988).

La mayoria del polimorfismo de las cadenas alfa y beta del loci HLA clase 1l se
encuentra localizado en el segundo exén que codifica para el dominio N-terminal. Las
moléculas HLA-DQ presentan un elevado polimorfismo en ambas cadenas (alfa y beta)
y un estrecho desequilibrio de enlace con la region DR, lo que hace que la tipificacion
de ambas subregiones necesite de métodos mas especificos para la determinacion de
tal polimorfismo (Gao, 1990 y Olerup, 1993).

El método se basa en un iniciador cuya secuencia es totalmente complementaria
a la del DNA molde. Este procedimiento fue introducido por Olerup y colaboradores
para la tipificacion de los alelos de todos los loci HLA DR, DQA, DQB asi como de los
alelos del subgrupo DR4.

Los iniciadores se disefian y las condiciones se ajustan para que se amplifiquen

con gran sensibilidad y especificidad alelos o grupos de alelos. La asignacion de las
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especificidades esta basada en la presencia o ausencia del producto amplificado, el
cual se visualiza en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio e ilurri'ynado één luz
ultravioleta. Es un método con elevada resolucién .y los—iniciadbfes.qtiﬁzadqs son
especificos para identificar la variabilidad del segundo exon (Rudgﬁ. :1‘992.7 Olérub.
1993 y Salazar. 1992) o

1. Mezcla de iniciadores:

-

HLA-DRp1 (5 mezclas de iniciadores) *~*

HLA-DQ-a! (12 mezclas de iniciadores**™)

HLA-DQ-f1 (14 mezcias de iniciadores)* "

Método:

1. Se tomaron 10 pl de cada mezclia de iniciadores en tubos individuales de reaccién
para PCR.

2. Se adicionaron 100 ng de la muestra de DNA.

3. Se adicionar 50 pl 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 72° C durante 10 minutos.
: 6. Se empez6 el ciclo de amplificacion:

i

; ¢ Parametros del ciclo:

« Desnaturalizacion 94° C 50 segundos
« Alineamiento 6Q° C 50 segundos

*"Ver las secuencias en apéndice 4.



» Extension : 72°C 50 segundos
= Ciclos = L . 35

« Al finalizar los 6I¢Ios se dejaroh las muestras a 72° C durante 5 minutos

7. Al terminar el proceso, se retiré con mucho cuidado el aceite de las muestras y se

procedié a Ia‘visuarllzacién 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 soélida inerte. El liquido, una solucién amortiguadora con pH y fuerza ibnica
conocidos, sirve como medio conductor de electricidad en el momento en que se aplica
un voltaje externo.

Los geles semisdlidos 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 6 RNA) pueden ser purificados y

observados sin ser danados al pasar por el gel (Roitt, 1991, Stites,1993 y Turgeon,
1996).

a) Preparacion del gel:

1. Se prepard una solucién de agarosa al 1.8 % con amortiguador TAE (Tris-base,
Acido acético glacial y EDTA 0.25 M, pH B.0) 1x (Ver apéndice 2).

2. Se disolvié la mezcla en bano Maria.
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e Extension 7 . 72°C 50 segundos
= Ciclos o . '35
- Af ﬁna’liéér los cfcl&s se de]aroﬁ las muestras a 72° C durante 5 minutos
7. Al terminér §|'pf§ée56.~ s§ retir6 con mucho cuidado e! aceite de las muestras y se

procedi® a la visualizacion én 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 sélida inerte. El liquido, una solucién amortiguadora con pH y fuerza iénica
conocidos, sirve como medio conductor de electricidad en el momento en que se aplica
un voltaje externo.

Los geles semisdlidos 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 & RNA) pueden ser purificados y

observados sin ser daiados a! pasar por el ge! (Roitt, 1991, Stites,1993 y Turgeon,
1996).

a) Preparacion del gel:

1. Se prepard una solucién de agarosa al 1.8 % con amortiguador TAE (Tris-base,
Acido acético glacial y EDTA 0.25 M, pH 8.0) 1x (Ver apéndice 2).

2. Se disolvié Ia mezcla en ba#to Marla.
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3. Se dejd enfriar la solucidn hasta que alcanzé una temperatura de 40-50 °C,

4.'se colocod el peine en la charola para el gel ;ellando los. extremos con cinta
adhesiva. ; L t
5. Se vertid 1a mezcia en la charola quitando las burbujas dejaﬁdp s;blidiﬁcar el gel a
temperatura ambiente. T e Sl B :
6

. Se retiraron la cinta adhesiva y. el peine y se ‘colocd el-gel eh"la;cérhara de-

electroforesis utilizando como solucion amortiguadora de corrimienté TAE 1x:
b) Electroforesis:
Los pozos deben quedar del lado del catodo.

. Para montar las muestras se agregaron 2 nl de solucion amortiguadora TAE 1X

tefida con azul de bromofeno! y 5 1l de la muestra.

. Se calentaron las muestras durante 10 minutos a 65° C y se dejaron enfriando en

hielo durante 6 minutos.

Se centrifugo en microcentrifuga a 24 000 g durante 1 minuto.
. Se colocaron cuidadosamente las muestras en cada pozo.
. Se aplicd una corriente de 80 volts durante 45 minutos a 2 horas.

Se saco el gel de la camara teniendo cuidado de no romperlo. |

~ 0 o & @

. Se colocd en un recipiente con 250 ul de TAE y 20 ul de bromuro de etidio, a una
concentracion de 10 mg/ul, protegiéndolo de la luz durante 30 minutos.

. Se colocd el gel en el transiluminador en presencia de luz UV para tomar fotografias.

Es indispensable utilizar lentes de seguridad.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los resultados se determinaron las frecuencias
antigénicas (FA), génicas (FG), desequilibrio de enlace (D), "chi" cuadrada (Xz) y el
riesgo relativo (RR) para cada antigeno HLA (Avila, 1989, Robles, 1984 y Rodriguez,
1990). ’

a) La frecuencia antigénica (FA) es la proporcién de sujetos del total, que son
portadores de un determinado antigeno.
b) La frecuencia génica (FG) se ’cal!t‘:ula a partir de la FA la cual se toma en numeros ’
absolutos mediante 1a férmula de Héldane cuya expresion es la siguiente:
o o Fe =1N1-A |
c) Desequilibrio de enlace (D‘)-v indica la diferencia entre la frecuencia haplotipica

esperada y la observada,

~T N~ o
D= "dn". - (b+c) (c+d)/n®
n= Tamafio de muestra. . | . :

a= Numero de indfvlduqs con ambos antigenos del haplotipo en cuestién.

b= Numero de individuos con uno de los antigenos del mismo haplotipo.
c= Nomero dé,individubs con el otro antigeno de! haplotipo en cuestién.

d= Numero de individuos qt,ie no poseen los antigenos del haplotipo.

i
¢
i
i
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La comparacién entre dos grupos de estudio en funcion de dos caracteristicas
indepehdiénles‘ se efecma generalmente, mediante cuadros de bohtihgenéia de 2 x 2;
de las cuales se calcula tanto el Riesgo Relatlvo (RR) como Ia x’ de una muestra de

pacxentes. a fin de comparar sus FA con Ias de una poblaclén normal'

CUADRO DE CONTINGENCIA

Antigeno H Totales"

Pacientes

Caracteristicas Controles
sanos
Totales

a = Niumero de pacientes conel antlgéno de inién;é’s.
b = Numero de pacientes sin el antigeno de interés.
c = Numero dekc'onlroles sanos con el antigeno de interés.
d = Numero de controles sanos sin el antigeno de in!erésl

N = Numero de muestras.

Para determinar la asociacion de los antigenos HLA con una enfermedad y su

significancia estadistica, se calcula el riesgo relativo (RR) y la chi cuadrada corregida
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por Yates para aquellos antigenos cuya frecuencia antigénica es mayor que la de ese

antigeno en'la poblacrén testigo
: La prueba de )(z nos indica si la probabilidad de asociacién es debida al azar o

blen SIgnlf'caﬁv " mientras menor sea el valor de la probabilidad (<0.05), mayor es el

sugnmcado de Ia sdciacién.
X ¥ X2 = (ad-bc-N2)2 N 7 (a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

El rlesgo relativo (RR) indica cuantas veces es mas frecuente la enfermedad en

‘mdlvnduos portadores del antigeno respecto de los que carecen de éste. Un RR >1

indica que el antigeno es mas frecuente en los pacientes que en los controles, mientras

que un RR <1 indica asociacién negativa. El valor de X° ayuda a determinar que tan

significativa es la asociacion HLA-enfermedad.
RR = (ad)/(cb)
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Se diagnosticaron 75 pacnentes. los cuales fueron agrupados de la suguiente
manera: 34 sujetos con tuberculosis pulmonar 31 su;etos con Slndrome ‘de

Inmunodefclencna Adaquirida (SIDA) y 10 su;etos con SIDA ' TbP 2 S pac:enles .

se les realizd tipificacion de HLA -clase- It~ por métodos seroléglcos y ,métodos

moleculares basados en PCR.

La distribucién de las frecuencias génicas en un grupo de ﬁéc]erifes y sus
testigos sanos, obtenidas de la tipificacion serologica,- se muestran en‘el Cuadro 6.
Podemos observar que los antigenos mas frecuentes son los siguientes:

Tuberculosis: DR2 (39.62%), DRS (37.73%), DQ1 (566.60%) y DQ3 (75.47%).
SIDA: DR2 (45.16%). DRS5 (64.51%), DQ1 y DQ3 (67.74%)
Tuberculosis-SIDA: DR2 (58.33%), DRS (41.66%).

Al realizar el analisis estadistico (chi cuadrada {X?}), de los antigenos de mayor
frecuencia, observamos que no hay diferencia estadisticamente significativa cuando se
comparan con sus testigos sanos.

Al definir posibles combinaciones entre los antigenos HLA-DR y DQ, se
encontraron los haplotipos DR2, DR5, DQ1, DQ3 en TbP y SIDA que se muestran en
los Cuadros 7 a 21. Unicamente la combinacién DR2/DQ3, perteneciente al grupo de
pacientes tuberculosos, muestra asociacion estadisticamente significativa (X3=5.038,
RR=11.0, p=0.017) (Cuadro 16).

Por otro lado, las frecuencias génicas del grupo de pacientes obtenidas por

tipificacién a nivel molecular y sus testigos sanos. se presentan en la Cuadro 22. Al



comparar ' las frecuencuas de los. dlferentes grupos de enfermos y.sus testlgos sanos,

observamos que los alelos més frecuentes son los que e ndlcan a conhnuaclén

1 DQ I 0101'(69 6%) 050174 4%), DQm 0501 (35.3%), -0604(12.1%),

tad stlco nos revela que los siguientes alelos presentan una

Ei '
dlferencia estadlstlcamente sngmfcatlva en relacidn al grupo testigo.

- Tuberculos i DQaI -0101 (X?=29.7, RR=11.4, p=0.0001), DQ31-0501 ((x?-zz os,

RR"‘S 52 p—00001) DRA1-1501 (X?=26.01. RR=11.0, p=0.0001) (Cuadros 23 25

32).
SIDA: DQl-0101 (X?=4.0, RR=2.7, p=0.045), DRp1-1501 (x’—436 ~RR-34.~

p=0.037), DR31-1101 (X?=15.41, RR=6.6, p= 00001)(Cuadros 27, 3a, 34

Al analizar las posibles combinaciones entre los alelos generados para. os loci
DRg1, DQal y DQAI sélo se observo desequilibrio de enlace en las asoclaclones ‘DRp1
110171501 (X?=4.11, RR=0.21, p=0.043) y ‘DQr1-01 01/0501 (X2-4 71, RR;O.18,
p=0.030) de bacientes con tuberculosis pulmonar (Cuadros 36 y 38). ‘ -

Los pécientes con TbP-SIDA no presentaron resultados que aportaran. valores
de significancia por lo que solamente sé observan sus frecuencias génicas (Cuadro '22).4

El ligero aumento en las subpoblaciones de linfocitos T citotdxicos (coa)’ en
pacientes con TbP.y la disminucion de linfocitos T cooperadores (CD4) en los pacientes )

con SIDA no son indicativos de una relacion con dichas patologias (Cuadro 40).
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So6lo 6 de los 34 pacientes con TbP y 10 de los 31 pacientes con SIDA
presentaron un ligero aumento en la concentracién de beta 2-microglobulina, datos que

no aportaron valores de importancia.

Cuadro 6. Frecuencias Génicas de HLA-DR y DQ obtenidas de la tipificacién

seroldgica a sujetos inmunodeficientes y sus testigos sanos.

FRECUENCIA GENICA
ToP SIDA TGP SIDA | Tesligos sanos
{n=34) (n=31) (n=10)

DR1 0.0992 0.495 T 0075
DR2 0.2229* 0.2594* 0.3544° 0145
DR3 0.1532 00841 00871 oo7a
DR4 0.1204 01201 00425 0174
DRS 0.2108* 0.4042- 0 2362° 0 156
DR6 0.0094 00495 - 0 059
DR7 0.1204 0.0495 01339 0 ou9
DR8 0.0287 0.0495 0.1339 0032
DR9 0.0384 . 00425 0022
DR10 0.0483 00162 00425 o015
DRX 0.0094 - - 0146
Bai 03412 0.4320 0.1834 0 325
paQz 0.1644 0.0841 0.1834 0174
‘Da3 0.5047° 0.4320* 0.1834 0.203
DQa 0.0287 00162 04220 -

Dax 0.1532 0.2170 0.1339 -

El cuadro 6 muestra la frecuencia génica de los antigenos HLA-DR y DQ en todos
1os individuos que participaron en el estudio. La proporcicn de todos los antigenos
clase Il fue simitar en los testigos sanos y en el total del grupo de pacientes. DR2

y DR5 mostraron un ligero aumento al compararse con los testigos sanos
{F._Génica 14 5% en fos testigos sanos contra 22.3% en los pacientes con TbP
{X®=0.017. RR= 1.0, p= 1.0} y 26% en los pacientes con SIDA {X°= 0.033, RR= 1.0,
p= 0 05} ). Sin embargo. este aumento no es significativo de susceptibilidad o
resistencia a cualquiera de estas patologias
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Cuadros de Contingencia para el Analisis Seroldgico de los Antigenos HLA clase

Il mas Frecuentes

Cuadro 7 Analisis s'gr;jlégico de los Antigenos HLA-DR2

Tuberculosis DR2- Totales
Pacientes 32 53
Testigos sanos 126 208
Totales 158 261
p=0.4694 N.S
RR =1.07/¢
Cuadro 8 Anéli’sis Serologico de los Antigenos HLA-DRS
Tuberculosis DR5+ DRS- Totales
Pacientes 20 - 33 53
Testigos sanos 78 ] 130 .; 208
Totales 98 163 ' 261
X?="0.0161" ‘
p =0.6360 N.S
RR =1.0
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Andlisis Serolégico de los Aﬁilge\nos"v HLA-DQ1 i

Cuadro 9
Tuberculosis DQ1+ DQ1-- To‘_talg‘s
Pacientes 30 3 =
Testigos sanos 114 '
Totales 144
X%=0.017
p =0.05
RR =1.0
Cuadro.10 Andlisis Seroléglco de ios Antigenos HLA-DQ3
Tuberculosis DQ3+ ] : DQ3- Totales
Pacientes 40 13 53
Testigos sanos 152 50 202
Totales 192 63 255
X?=0.021 ‘
p =0.1040 . N.S

RR =1.0.°




Cuadro 11 Analisis Serolégico de los Antigenos HLA-DR2

SIbA DR2+ DR2- Totales
Pacientes 14 17 31
Testigos sanos 94 114 208
Totales 108 131 239
X*¥=0.033 .
p =0.0593 N.S
RR =1.0

Cuadro 12 Analisis Serologico de los Antigenos HLA-DRS

SIDA ) DR5+ DR5- Totales
Pacientes 20 k] 31
Testigos sanos 134 74 208
Totales 154 85 239
X% =0.0364
p =0.0602 N.S

RR =1.0
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Cuadro 13 Analisis Serologico de los Antigenos HLA-DQ1

SIDA - DQ1+ DQ1- Totales
Pacientes’ E 21 10 31 -
Testigos sanos 137 65 - 202
Totales . 158 75 233
X% =0.0463
p =0.0633 NS
RR =1.0

Cuadro 14 Analisis Seroldgico de los Antigenos HLA-DQ3

SiDA - DQ3+ DQ3-

Totales
Pacientes 21 10 31
Testigos sanos 137 65 202
Totales 158 75 233
X?=10.0463
p =0.0633 N.S

RR =1.0
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Cuadro 15 Analisis Serologico de los Antigenos HLA-DR2/DQ1

Tuberculosis DR2/DQ31+ DR2/DQ31- Totales
Pacientes 11 18 29
Testigos sanos 10 12 22
Totales 21 30 51
X© =0.685
p =0.800 N.S
RR =0.73

Cuadro 16 Analisis Seroldgico de los Antigenos HLA-DR2/DQ3

Tuberculosis DR2/DQ3+ DR2/DQ3- Totales
Pacientes 20 20 40
Testigos sanos 1 11 12
Totales 21 TTTEA T 52
X =5.038
p =0.017 s

RR =11.0




Cuadro 17 Analisis Seroléogico de los Antigenos HILA-DRS/DQ1

Tuberculosis DRS/0GT+ DR5/DQ1- Totales
Pacientes 13 i6 29 i
Testigos sanos 7 16 23
Totales 20 - 33 52

;

X% =0.596 :

p =0.440 N.S {

RR =1.8

Cuadro 18 Analisis Seroldgico de los Antigenos HLA-DRS/DQ3

H
H
{
1
3§

Tuberculosis DRS/DQ3+ DR5/DQ3- Totales
Pacientes 13 27 40
Testigos sanos 6 6 12 H
§
Totales 19 33 52 ¢
i
X* =0.581 ;
p =0.317 NS {
RR =0.48
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Cuadro 19 Analisis Serologico de los Antigenos HLA-DR2/DQ1
SIDA DR2/DQ1+ DR2/DQ1- Totales
Pacientes 8 14 22
Testigos sanos 6 5 11
Totales 14 19 33
X =0.388
p = 0.459 N.S
RR = 0.47
Cuadro 20 Analisis Serolégico de los Antigenos HLA- DRS/‘DVQ1
SIDA DRS/DQ1+ DRS&/DQ1- Totales
Pacientes 16 6 22
Testigos sanos 4 5 =9
Totales 20 11 31
X< =1.167 .
p =0.217 N.S".

RR = 3.3




Cuadro 21

Analisis Seroldgico de los Antigenos HLA-DRS/DQ3

SIDA DRS/DQ3+ DRS/DQ3- Totales
Pacientes 4 7 21
Testigos sanos 6 4 10
Totales 20 1M1 31
X7 =0.002
p =1.00 N.S

RR =1.3
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Cuadro 22. Frecuencias génicas de HLA-DR}iI, DQul Y f) | obtenidas por tipficacion molecular de sujetos inmunodeficientes y sus testigos sanos.

DQul | T6P | SIOA [T6PSIDAf Testgos| DM | ToP | SIDA |ToP-SIDAJ Testgos| DRI | ToP | SIDA | Tesgos
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Wl W02 l N R | | e 1 Whin? 002 150 J E RS
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s . . - T - } I t N { asp
it s3] - 4[_ I | i
| ] d

El cuadro 22 muestra la frecuencia genica (F G ) de los aelos HLA-DQu 1.-DQi 1y DR en los indwiduos mvolucrados en &l estudio

La mayoria de los akelos correspandientes a los genes HLA clase i presentan una proparcion simiar en 105 12stgos sanos
yeneltotatde el grupo de pacientes con excepcion de los alelos marcados con un asterisco que fueron significativamente e'evados al
compararse con sus lestigos sanos’ Este es el caso de HLA-DQui'0101 (F G = 9.4% en Testigos sanos (T's ) contra F G = 44 54% . X
=297, p=00001 en pacientes con tuberculosis puimonar {TbP}) HLA-DQP1°0501 (F G.=52%enTs contraF G =22 14% Xz
22.05. p= 00001 en pacientes con ToP) HLA-DRP1*1501 (F G =47%en Ts contraF G =314% X*=2601 p= 00001 en ToPy
14.36%, X* = 4 36, p= 0 037 en SIDA) HLA-DRM*1101 (F G=57%enTs conlraF G = 27%, ¥ =z1541 p= 00001 en pacientes con

SIDA)
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Cuadros de Contingencia para el Analisis Molecular de los Antigenos HLA clase !l

mas frecuentes

Cuadro 23 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQuw1-0101
Tuberculosis 0101+ 0101- Total
DQ i
Pacientes 24 9 33
Testigos sanos 18 77 95
Totales 42 86 128
X? =297
p =0.0001 s
RR =114
Cuadro 24 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQa1-0501
Tuberculosis 0501+ 0510- Total
DQ ul .
Pacientes 15 18 : - 33
Testigos sanos 37 58 95
Totales 52 76 128
X< =0.202
p = 0.653 N.S
RR
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Cuadro 25 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQR1-0501
Tuberculosis 0501+ 0501- Total
Da
Pacientes 13 20 33
Testigos sanos 10 85 a5
Totales 23 105 128

X® = 2205
p = 0.0001 S
RR =5.52
Cuadro 26 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQR1-0604
Tuberculosis 0604+ 0804- Total
pa i
Pacientes 4 29 33
Testigos sanos 3 92 o5
Totales 7 121 128

X% =2.26
p=0.132
RR = 4.2




Cuadro 27 Analisis Molecutar de los Antigenos HLA DQ1-0101

SIDA 01Q1+ . ) ,0i01- Total
DQ al L
Pacientes . ‘7|2" - 19 ‘3‘1
Testigos sanos 218 77 95
Totales 30 96 126 .
X7 =40 '
p'= 0.045 S
RR =2.70
Cuadro 28 Analisis Molecular de los Anﬂgenos HLA DQa1-0501
SIDA 0501+ 0501- Total
DQ atl
Pacientes 14 17 31
Testigos sanos 37 58 95
Totales 51 .75 126
X7=0.16
p = 0.688 N.S
RR = 1.2

106




Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQ31-0302

Cuadro 29
sioa 0302+ 0302- Total
oanm
Pacientes 12 19 31
Tesigos sanos 38 57 95
Totales 50 76 126
X© =0.007
p =0.933 N.S
RR = 0.94
Cuadro 30 Analisis Molecular de los 'Ar-lt'lgen-os HLA DQp1-0501
SIDA 0501+ 0501- Total
oQ g1
Pacientes 8 23, 31
Testigos sanos 10 85 95
Totales 18 108 126
X“=3.29
p =0.069 . N.S

RR =2.95




Cuadro 31 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DRp1-1101
Tuberculosis 1101+ 1101--: :Total ‘,
DR fit » ;
Pacientes 8 26 ) ‘34
Testigos sanos - 11 84 5 .95 -
Totales 19 110 7 71>279> i
X7 =1.97 o -
p =0.160 N.S
RR =2.34 o
Cuadro 32 Analisis Molécular de los Antigenos HLA DRB1-1501
Tuberculosis 21601+ B 21501~ Total
DR Bt o o Y
Pacientes 16 34
Testigos sanos - - 86 .95 ]
Totales ; .27 102 129
X% =26.01"
‘p = 0.0001 s

RR=11.0




Cuadro 33 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DR[}1-1101
SInA 1107+ 1101- Total
DR p1
Pacientes 14 16 30
Testigos sanos 11 84 a5
Totales 25 100 125
X“=15.41
p = 0.0001
RR = 6.68
Cuadro 34 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DRp1-1501
SIDA 1501+ 1501- Total
DR p1 '
Pacientes 8 22 30
Testigos sanos 22 86 95
Totales 17 108 125
X¥=4.36
p = 0.037

RR=3.4




Cuadro 35

Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQ«1-0101/0501

Tuberculosis 0101/0501+ 0101/0501- Totales
DQ al
Pacientes 9 10 19
Testigos sanos 20 4 24
Totales 29 14 43
X¥=4716
p =0.030 S
RR =0.18 ;
Cuadro 36 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQa1-0101/0501
SIDA 0101/0501+ 0101/0501- Totales
DQ al
Pacientes 4 14 18
Testigos sanos 12 12 24
Totales 16 36 42
X¥=20291
p =0.130 N.S

RR =0.2




Cuadro 37 Analisis Molecular de los Antigenos HLA DQ{31-0302/0501
SIDA 0302/0501+ 0302/0501- Totales
oQ pi
Pacientes 3 8 11
Testigos sanos 13 16 28
Totales 16 24 40
X< =0.0423
p =0.473 N.S
RR =0.46
Cuadro 38 Analisis Molecular de los Antigenos HLLA DRB31-1101/1501
Tuberculosis 1101/1501+ 1101/1501- Totales
DR Bl
Pacientes 4 17 21
Testigos sanos 14 13 27
Totales 18 30 48
X =4114
p =0.043 s

RR =0.21




Cuadro 39

Analisis Molecular de los Antigenos HLA DRpB1-1101/1501

SIDA 1101/1501+ 1101/1501- Totales
DR pI
Pacientes 4 8 12
Testigos sanos 13 11 24
Totales 17 19 36
X¥=0.683
p =0.409 N.S
RR =0.42

Cuadro 40. Valores de Subpoblaciones de Linfocitos T circulantes

SBA

TbP ,Te;tigos sanos
N=34". N=31 " '
Linfocitos T Totales 44 = ;738 ‘ 62+/-5.4
Linfocitos T Cooperadores 4‘0 27 - 45+/-5.0
(CD 4%) ' : » '
CcD 8" 37 . 35 23+/-5.8
cba4/CD 8 : 1;0‘9- = 1.1 2.0+/-0.8




DISCUSION



En este tra-bajo intentamos definir la frecuencia de las moléculas HLA clase Il en
pacientes mestizos mexicanos con TbP y pacientes con SIDA y de esta manera
establecer la influencia genética de predisposicidon a la tuberculosis y a la patologia de
HiV.

Se ha observa;do en estudios realizados con enfermedades asociadas a HLA,

que ciertos anuge'nos "HLA-DR' v "-DQ predominan en ellas (Pospelov, 1996). Los

estudlos que se han llevado a cab en paclentes con Tuberculosis Pulmonar incluyen

sujetOS caucésicqs orien c ,.en Ios Que se ha encontrado asociacion de la

pohmorfsmo. eI antigeno DR en su cadena polimorfica B o en ambas cadenas como el

antlgeno DQ Esto trae como consecuencia un inconveniente al momento de ser
analizado por meétodos seroldgicos por la limitacion al definir los alelos. Para ia
precisién en ta identificacion de alelos es necesario emplear técnicas basadas en
biologia 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.



La mayoria de los estudios realizados para determinar la susceptibilidad a TbP y
a SIDA, se han llevado a cabo empleando métodos serologicos ' sin ‘; poder. ser

comparados con métodos moleculares para su confirmacion.

Rajalingam en 1996, en un estudio realizado en pacientes hindues.' rusos,

indonesios y chinos con tuberculosis pulmonar encontrd, por. métodos rn“ € culares,‘ uhur

moderado aumento del subtipo de HLA 1501 (DR2), 1n}dlcan

ligada con este alelo.

En nuestro trabajo se encontraron datos impgl;ta . - len _dér lé ﬁaﬁta
para proximos estudios con ambos grupos. ‘ : S

En los pacientes con tuberculosis se encontré que extste una mayor presencna.
la cual es estadisticamente significativa con el alelo’ de HLA 1501 (DR2) que pudo ser
comprobada por los métodos moleculares al |dentxficarse los - alelos  de mayor
frecuencia, permitiendo afirmar que la asociéciéﬁ de tui:er,culosis‘ con e! alelo 1501
(DR2) es representativa de susceptibilidad. Dél mismo modo, los pacientes con SIDA
muestran asociacion con el aleo 1101 (DR5) sin embargo su susceptibilidad no se ve
tan marcada como en los pacientes con tuberculosis.

La asociacién encontrada en los Joci DR/DQ es significativa para los haplotipos
que incluyen los alelos HLA antes mencionados, sin embargo, a!l hacer el analisis de las
posibles combinaciones de alelos de diferentes Joci, observamos que no hay
asociaciones importantes entre los genes de DRB1 y DQal y DQf1, lo cual nos sugiere
que no existe desequilibrio de enlace en las patologias exploradas.

De los genes que comprenden a la subregion DQ, unicamente DQ31 determina

el tipo serologico de la molécula y un hecho que resulta relevante es el aumento

(NE)

PR WS o SRNRSNE e 2YTN




significativo de DQal *0101 en pacientes con TbP y SIDA, este hallazgo por_ el
momento no tiene explicacion. - 7 B :

“Por otro lado, se han reportado casos en los cuales’ se obséfva’,anat correlacién
altamven_té'signiﬁcativa del alelo DQ1 y el aumento de la beta 2 microglol;hlina: asi como
alteracipﬁes importantes en las subpoblaciones de células T. Sin embargo, en nuestro
tra'baj'o:'nov se presentd correlacion del alelo DQ1 con la bé!a 2 microgrlobullna; del

mismo modo resultd no significativa la relacién con las subpoblaciones de células T.

s



CONCLUSIONES



Por su . mayor grado de asociacion, los antlgenos HLA marcadores de
tuberculosis pulmonar y SIDA en los mestizos mexicanos, determmados por serologla.

son el DR2 y el: DRS, respectivamente. Por métodos moleculares Ios alelos '1501

(DR2) para TbP y '1 101 (DR5) para SIDA resultaron sngniﬁcatlvamente incrementados.

En los pacientes con SIDA se encontrd el alelo *1101 (DRS5); 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

infeccién con HIV son muy variados.

Los niveles circulantes de las subpoblaciones de linfocitos T CD3, CD4 y CD8;
asi como los niveles de Beta 2-microglobulina no parecen reflejar algun fenémeno

clinico o inmunolégico 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 asi determinar si alguna de ellas se
encuentra involucrada en la susceptibilidad o resistencia a una determinada patologia.
Los métodos moleculares confieren resuitados mas exactos y precisos en la tipificacion

de moléculas HLA clase Il al identificar subtipos de las regiones DQ y DR (alfa y beta).
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APENDICES



APENDICE 1

SOLUCION AMORTIGUADORA DE LISIS PARA CELULAS BLANCAS

Tris-HCI, pH 7.6 0.01 M

EDTA, Ph 8.0 a0t M
NaCl 0.05M
sDS : 0.2%

Proteinasa K 300 jug/mi

Disolver por separado el Tris-HC! en un volumen minimo de agua libre de DNAsa y RNAsa y
ajustar el pH a 7.6 utilizando HCI o NaOH segun se requiera. -

Preparar el EDTA en un volumen minimo de agua libre de DNAsa y RNAsa y ajustar el pH a 8.0.
£n un matraz aforado estéril mezclar las dos soluciones anteriores adicionando el NaCl, la proteinasa
K y el SDS. disolver todos los reactivos hasta tener una solucion homogénea y se filtra al vaclo.

Guardar la solucion en alicuotas de 150 mi para almacenar y en alicuotas de 20 ml para uso

constante a -20°C.

SOLUCION AMORTIGUADORA DE LISIS PARA CELULAS

Tris-HCI, pH 7.6 0.01 M
MgCl; 0.005 M
NaCt 0.01 M

Mezclar los reactivos en agua libre de DNAsa y RNAsa, aforar al volumen deseado y guardar la

solucion a temperatura ambiente.

S$SC 20 X {por litro):
NaCl 30M
Citrato de Sodio 03M

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10 M en 800 ml de agua destilada y aforar a un litro.

n7




APENDICE 2

FENOL SATURADC EQUILIBRADO .

Antes de usar el fenol debe equilibrarse a pH mayor de 7.8, porque el DNA puede quedarse

dentro c{_e la fase organica si el pH es acido.

“El fenol il se debe alrr a -20°C. Cuando se prepara el fenol equilibrado se funde a
68°C (Bafio Maria).
. Al fenol liquido se le adiciona 8-hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%. La 8-
hidroxiquinolina es un antioxidante, un inhibidor parcial de RNAsa y un quelante débil de iones.
Anadir un volumen igual de Tris-HC1 0.5 M . pH 8.0 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 (fendlica) un volumen igual de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0. Agitar con barra
magnética 15 min, remover la fase acuosa Repetir hasta que la fase fenslica alcance un pH mayor de
7.8 (aproximadamente pH 8.0)
Después de que el fenoi esta equilibrado. remover la fase acuosa y adiqicﬁar 0.1 volumen de Tris-
HCI 0.1 M, pH 8.0 conteniendo 0 2% de 2-mercaptoetanol.
Guardar en un frasco ambar a 4°C por periodos mayores de un mes.
FENOL/CLOROFORMO
Para preparar el fencl/cloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol saturado o tomar
solamente la fase fendlica y mezclar cantidades iguales de fenol saturado y cloroformo/alcohol
isoamilico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche y utilizar la fase inferior.
CLOROFORMO/ALCOHOL. ISOAMILICO

Tomar 24 partes de cloroformo puro y afladir una parte de alcohol isoamilico, mezclar y guardar a

4°C.

TAE 50 X:

Tris-Base (Sigma) 24209

Acido acético glacial 57.1 ml

EDTA 0.25M, pH 8.0 200.0ml
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Amplificacién Genérica

APENDICE 3

Gen Secuencia Producto ( pb)
DRB1 274
CRX11 TCTAGAAGTACTCTACGTCT 257
GHS50 CTCCCCAACCCCGTAGTTGTGTCTGCA 272
DQA1 229
GH 27 CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG 229
GH 26 GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG 242
DaB1 214
GH29 GAGCTGCAGGTAGTTGTGTCTGCACAC 263
DB130 AGGGATCCCCGCAGAGGATTTCGTGTACC 263

iniciadores para la amplificacion genérica que ampﬁ;can el segundo exon de 1os loci DRB1, DQA1 y

Q81 (Perkin-Elmer, 1996).
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APENDICE 4

MEZCLA DE INICIADORES PARA LA TIPIFICACION DEL LOCUS DQu1 (Olerup, 0. 1933).

S
NOMBRE

e
ESPECIFICIDAD:

SECUENCA SECUENC TAMANO (pb)
s ¥y
A TATGAATTTGAIGGAGATGAGG AGATGTICARGTTGIGITTTGE DOATUIGY HA w5
R ACGCTCCCTCTGELCAGIA ATGATGTTCAAGIGIGITTTGE TGATDI0 T O14 7
Ay CATGAATTTGATGGAGATGAGL ATGATGTTICAAGTTGIGTTITGC DOAITIR? D103 uy
M ALGGICCCTICTGGLLAGTT ATGAIGITCAAGTIGIGTTTIGE DAAITI0I m
x5 AGOTCCCTCTGRLCAGTT CAGOATGTTCAAGTTATGTTTTAG DAATI! W0
A TTCACTCGTCAGCIGACCAT CAMTTGLGGGICARAICTTCT DOAI D1 33
Al TICACICGTCAGC TGACCAC CAMITGLGGGICARATCTTCT DQA10X7 18
) ACCCATGARTTTGATGGAGAC TACATGCCATIGGTAGLAGCA DOATTAO1 %0
) ACGGICCCICTORECAGTA AGTIGGAGLGITTARTCAGAL DOATOS0! 3
X} ACCGTCLL ICIGRLCAGIT GGTCAMRICTARATIGICTGAGA DOATTEO? T
Q) AGLCCTTGTGGAGGTGMGA AGIGGTTGOGGLICIGGTTT 0008 s DOAFU104 %
A2 GCCLTIGIGOAGGTGMGG AGIGGTIGGGGLIEIGGITT DOAVGIO 195
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MEZCLA OE INICIADORES PARA LA TIPIFICACION DEL LOCUS DQp1 (Olerup, 0. 1993).

NOMBRE SECUENCUA SR IO mw
[3 ¥

81 CGGAGCGCGTGCGGGG | GCTGTTCCAGTACTCGGCAA 0QB1°0501 128
8 TGGGRGTGTGACCAGAT TGTICCAGTACTCOGLEAT DCBI0Z B
[ TGCGGGGTGTGACTAGAC GUGGCGTCALCGCOCGA D081 o

E GCCATGTGLTACTICACCART CACCGTGTCCARCTCCTRT DQBITE0 10
) CGTGOTCTTGTGAGCAGAT GCTGTICCAGTACTCGGEAT DOBITE ]
% GOAGLGLGTGCGICTIGTA GLTGITCCAGTACTCGGLAT 00819603 607 . i
8 “AGGATCCCOLGGTALC 0815604 3
B GIGLGICTTGIGAGCAGMG GCAAGGICOIGLGRAGLT DOB1R0! 0202 £
8 GACGGAGLGEGTGLGTCT TIGICCAGTACTCO006G O8I T2 K2 [
B0 GACGEAGLGEGTGLGTTA AGTACTCGECGTCAGOLG DEAITRT WA ]
[ GACGGAGCGLGTGLGTTA AGTACTCGGLGICAGRLG DOBITG 7302 z
812 GACGGAGEGCGTGLGTTA CTGITCCAGTACTCGGOOT 00810303 )
B3 CACCRACGGBACLGASCT GGTAGTIGIGICIGCATALG 0081040t 0
X CACCAACGGGACCGAGEG GGIAGTTGTGICIGCATACG DG81°0402 ]
[} GTGLGGGGTGTGACCAGAT TGTICCAGTACTCGGLGET 0810564 1
81 CGIGTACCAGITIMGGGL GCAGGATCCCGLGGTACE 06817605 B
87 . GGAGCGLGTGLGIGTIGIA TGEACACCCTGICCALCG 00810606 16
B2 GACGGAGLGCETGLGICT AACTCCKCCGGOTCEL D0B10602 0503 D608 18
852 GGAGCGCGTGLGICTIGTA GCIGTICCAGTACTCGGLAA A B R 121
%7 GGAGCGCGTGCGICTTGIA CAACTCCGRLEGRGTCCT D e 8
817 ‘GACGGAGLGLGTGLGTTA CIGTTCCAGTACILGOLGT 00810601 001 )

E82 GACGGAGCGCGTGLGTTA CIGTICCAGTACTCOGLGE 0081734

K]



MEZCLA DE INICIADORES PARA LA TIPIFICACION DEL LOCUS DR} {Olerup, 0. 1992).

'NOMBRE SECUENCIA SECUENC TSPECHDAD TANAND (o)
5 1
at I AALCTTAAGITIGART STACTOT BA Y TRRI T MY
HIRS TCCTLTGCALGCTARGA LUGLGCC T Lap Ly K
D TCCTG A CAGCLTARIAG SUTGTCA ot i A TRt ]
3] TACHICCATAACCAGGAGGR WA | HAGIAGT. [ TR R Y
Ry H A B RO
k1R S * e w3
e OITTLHGGACAGEIT AR A ! B RT3 -1
AP CUIGIRGUAGGSTAAGTS ‘r o ACAD TR B3
oY SOTALT TRCGLOTGA T : B IPIETTReY T
s TR AGOATAR L 1T T e T
L35 COGTICTGUAAGA. 44 ! TR A LD sty EX
RSN DTG GAGTACTOTAZ 10 j CHGHCIGHG A ta e T [RXREERREX ‘u
LT AGTRL T TALGGRTOATE T , TOIGAM, " A sy I AR u
ikl TATHLLATARCCAGGAN G4 A VLLLLTCL! DHHTNCY e
k132 GITTCTIRGAGIACTTIAL ST TGTTCCALTA TG0 T ORHITR) 184 gt
"y GITTCTIGOAGIACTCTALGTC TLIGTAATAL LTI LALCT DRBT 451934
AGTACICIACGGOIGAGTGT 3
RUQ TRTTTCCATAALCAGGAG GAA TCCALCG o e € LB 0 MY Hr
5] TTICTTGOAGK TGLGIARG TG CTGIFCLAGALTC X G TRETUI0 X TR
GITTCTTGGAGCTGCITAASIC GLIGTTCCAGIALTH AT
R GAGLGAGTGTGGAALCTGA CIGCACTGIGAACICTCCA TRBATT0Y 7
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