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1. ABREVIATURAS

AR Artritis reumatoide

ARMS Sistema de amplificacién refractaria por mutacién
Pap Beta dos microglobulina

BiP Proteina de unién a las inmunoglobulinas
CLIP Péptido de la cadena invariante asociado a clase II
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FA Frecuencia antigénica o alélica

FE Fraccidn etioldgica
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RE Reticulo endoplasmico
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TAE Tris acetato EDTA

TAP Transportadores de péptidos antigénicos.

Te Linfocito T citotdxico

TCR Receptor de células T

Th Linfocitos T cooperadores

™ Transmembranal

VEB Virus de Epstein Bar

VKH Sindrome de Vogt Koyanagi Harada

Xy Chi cuadrada con correccién de Yates



II. RESUMEN

En este trabajo se describe por primera vez el perfil genético de los genes TAP en la
poblacién mexicana y su participacién en algunas enfermedades autoinmunes. Dichos genes se
localizan en la region de clase If del MHC, entre DM y DOB y su funcidn es transportar péptidos
de 7-13 aminoicidos hacia el reticulo endopldsmico para asociarlos a las moléculas clase 1.
Dichos péptidos se generan en el citoplasma por degradacidn de proteinas endégenas en el
proteasoma. Dada la participacion de las moléculas TAPl y TAP2 en el procesamiento
antigénico, sus genes son candidatos importantes de susceptibilidad en algunas enfermedades. El
objetivo del presente trabajo, fue investigar el polimorfismo de los genes TAP-1 y TAP-2 en la
poblacion mestiza mexicana, y una vez conocida su distribucién en la poblacion general, explorar
su posible participacion en algunas patologias de origen autoinmune. También se incluyd en el
estudio una poblacién indigena mexicana, los Seris, para conocer el polimerfismo existente en un
grupo aislado. Las enfermedades incluidas fueron: diabetes meilitus tipo I, artritis reumatoide,
sindrome de Vogt Koyanagi Harada y ficbre reumdtica. Los sujetos que se usaron para
comparacién son mestizos mexicanos de la zona del altiplano. La metodologia empleada para la
tipificacion de los genes TAP es PCR-ARMS en la cual se incluyen cuatro iniciadores de los
cuales dos contienen en su extremo 3° el nucledtido complementario a una de las variantes del
nucleétido dimérfico a tipificar, los otros dos iniciadores reconocen dos secuencias que se
encuentran a distancias asimétricas flanqueando a la posicién dimdrfica, de modo que las
diferentes combinaciones de los iniciadores generarin fragmentos de distintos tamafios que
permiten reconocer la variacion nucleotidica presente. Los alelos més frecuentes en poblacion
mestiza son: TAP1A, TAP2A, TAP2B cuyas frecuencias antigénicas son 88.5, 78 y 53%
respectivamente, en los Seris: TAPIA (95%), TAP1B (50%),TAP2A (67%), TAP2B (71%). En
cuanto a las enfermedades estudiadas, ¢l alelo TAPID se encuentra significativamente
disminuido en la diabetes mellitus dependiente de insulina (p=0.003), asi como tambien el alelo
TAP2B (p=0.009). Ademais en esta misma patologia se observé que existe un mayor nimero de

individuos homocigotos para treonina en la posicién 665 de TAP2 con respecto a los controles

&




{p=0.005), se efectiio el analisis de desequilibrio de enlace de ia The/665 con los alelos
diabetogénicos reportados para mexicanos: DRB1*0405 y el DQB1*0302, los resuitados
muestran que la Thr/665 es un factor independiente de susceptibilidad a la DMDI. La baja

frecuencia de Thr/665 en seris y la ausencia de DMDI en ellos apoya la propuesta de la Thr/665
como factor de susceptibilidad asociado a DMDI




III. INTRODUCCION

1. EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El MHC en el humano se conoce como Complejo HLA (del inglés: Human Leucocyte
Antigens), se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca aproximadamente 4,000 Kb.
Se han descrito alrededor de 50 genes HLA que est4n incluidos en tres regiones denominadas
clase |, clase 1I y clase IIl. La regién de clase I tiene una longitud aproximada de 1,500 Kb,
mientras que la de clase II abarca 1,000 Kb. La regién de clase HI contiene a los genes que
codifican para la sintesis de los componentes del complemento C2, C4A, C4B de la via clasica y
Bf de la via alterna; los genes CyP21A y 21B de los cuales depende la sintesis de la 21-
hidroxilasa; los genes para el factor de necrosis tumoral TNF-oc y TNF-B; y el gen que codifica

para la proteina de choque térmico de 70 KDa (HSP-70)'~.
A.ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS DE CLASE I

Las moléculas clase I estan formadas por una glicoproteina de 45 KDa llamada cadena
pesada o « unida no covalentemente a una cadena ligera de 12 KDa llamada 2-micreglobulina
{B2-m). La cadena « tiene 3 dominios: -1, -2 y a-3, una region transmembranal TM vy una
regién citoplasmica CY. La regi6én de unidn al péptido se encuentra en los dominios a-1 y a-2,
que forman la porcién superior de la molécula clase I, donde radica tedo el polimorfismo. El
dominio -3 y la p2-m forman parte de la porcién extracelular de la molécula y tienen una
estructura muy similar a la de la regién constante de la cadena pesada de las inmunoglobulinas.
Se sabe que las moléculas MHC pertenecen a la superfamilia de ias inmunoglobulinas, cuyos
genes evolucionaron del mismo gen ancestral, lo mismo que los genes clase 11, los del receptor de

las células T (TCR), los de las moléculas CD2, CD3, CD4, CDS8 y el gen de la molécula de

adhesién neural (N-CAM). Los dominios de unidn al péptido no pertenecen a esta familia, pero



su estructura secundaria tiene homologia con 1a HSP-70 2. La regi6n de clase [ esta formada por
17 genes, de los cuales sdlo se transcriben 6 productos, pues tos demds son pseudogenes. Los
genes de clase I codifican para la sintesis de los antigenos clasicos HLA-A, B y C, que juegan un
papel centrat en la unidn y presentacidn de péptidos a los linfocitos T citotdxicos. Los productos
de los genes de clase [ son muy polimérficos, se encuentran ampliamente distribuidos en todas
las células nucleadas y se expresan sobre la membrana celular, pero su densidad es
particularmente elevada en los linfocitos T y B. Existen otros genes clase I Hamados no clasicos
que gobieman la sintesis de antigenos de diferenciacion, entre los cuales estan lo que se describen
a continuacion: la molécula HLA-G se expresa sobre membranas del trofoblasto y en la interfase
matemno-fetal. Las HLA-E y F son intracelulares. Los genes clase I no clésicos difieren de los
clasicos en que no son polimérfices y se expresan en el periodo embrionario € intervienen en la
maduracién y el mantenimiento intrauterino del feto. Los genes HLA-X y H se transcriben pero

no son funcionales'2. En la Figura 1, se esquematizan las regiones del MHC.
B. FUNCION DE LAS MOLECULAS DE CLASE I

La cristalografia de las moléculas clase I permitié un mejor entendimiento de su
funcién'?. Inmediatamente se reconocié la importancia del sitio de unién al péptido, localizado en
los dominios ot-1 y @-2, asi como el significado de la interaccién de la malécula clase I cargada
con el péptide con el TCR. Los péptidos que se unen a las moléculas clase I se generan por
degradacion del antigeno que se halla en el citosol de la célula presentadora de antigeno (CPA).
El proceso ocurre a través de la via proteolitica, mediada por el proteasoma. Estos son complejos
proteicos multicatenarios que contienen 15 a 20 subunidades, dos de las cuales se encuentran
codificadas en la regién de clase II del MHC cuyos genes se denominan LMP2 y LMP7. El
proteasoma funciona sin estas dos subunidades, pero cuando se incluyen al complejo originan
péptidos de un tamafio y especificidad adecuados para asociarse con las moléculas clase 1. Estos
péptidos son transportados al reticulo endoplésmico mediante transportadores de péplidos
antigénicos (TAP), que son heterodimeros codificados por los genes TAP1 y TAPZ, también
ubicades en clase II, una vez en el reticulo endoplasmico se unen inmediatamente a las moléculas
de clase I para formar el complejo clase [-péptido, que se exporta a la superficie celular para ser
presentado 2l TCR de la célula precursora T citotéxica (Tc), cuya unién induce la expresion del

receptor de IL-2 del linfocito T, que al asociarse a IL-2 activa a la célula que prolifera y se

9



diferencia a Tc madura, la cual mata selectivamente a las células que expresan el complejo clase
I-péptido. La molécula clase I que no se carga con un péptido se dirige a un subcompartimiento
del reticulo endoplasmico para su degradacion. La mayoria de los péptidos que se unen a clase I
denivan de las proteinas enddgenas y tienen un tamafio de 8 a 10 residuos de aminoicidos’.
Actualmente existen 186 alelos para el locus B, 83 para ¢l locus A, 42 para C, 5 para E y 7 para

G*, pero cada dia se identifican algunos mas.

C.ESTRUCTURA DE LOS ANTIGENOS DE CLASE IL

La regién HLA-D se conoce como regién de clase II y abarca aproximadamente 1,000 KB
con la subregién DP en el extremo centromérico, la subregién DR se halla en el extremo
telomérico y la de DQ en el centro. El locus DR estd formado por 10 loci, ¢l DRA que es poco
polimérfico y hay 9 loci DRB, de los cuales del DRB1 al DRBS, sélo los loci DRBI, 3,4y 5 se
expresan y los demas son pseudogenes. En DQ hay 4 loci, DQA1, DQA2, DQB1 y DQB2, de los
cuales solo se expresan DQAIL y DQBI. En la region DP hay dos genes DPAL y DPBI y dos
pseudogenes DPA2 y DPB2. Ademaés también se hallan los genes DNA, DMA, DMB, LMP?2,
LMP7, TAP1, TAP2 y DOB®. Enla Figura |, se esquematizan todos estos loci.

Las moléculas clase II son codificadas por dos genes, uno para la cadena o y el otro para
la cadena B y el producto de ambos genes forman una glicoproteina heterodimérica que se
encuentra unida a la membrana plasmaética. La cadena o, o cadena pesada, tiene 33-35 KDa y la
cadena B, o ligera, es de 27-29 KDa y se encuentran unidas en forma no covalente. La cadena «
tiene dos dominios «-1 y a-2, una regién transmembranal (TM) y una citoplasmatica (CY). La
cadena f} estd compuesta por los dominios B-1 y B-2 , 1a regién T™M y la CY. El péptido se une a
los dominios «-1 y B-1, que se encuentran en la porcién mis extemna de la molécula clase II,
formando el nicho de unién. La mayor parte del polimorfismo de las moléculas de clase I se
encuentra concentrado en el dominio B-1, aunque en DQ también hay variabilidad en el dominio
o-1 y también en DPa aunque en menor propercion. Los dominios -2 y B-2 tienen una

estructura bastante similar a l1a de las inmunoglobulinas perteneciendo a esta superfamilia,®,

10




D. FUNCION DE LAS MOLECULAS DE CLASE Il

Las moléculas clase II, cuya cristalografia se dio a conocer en 1993, unen péptidos
generados por la degradacidn de proteinas en la via endocitica, en donde las moléculas exdgenas
son endocitadas por las CPA en forma directa o ;;or endocitosis mediada por receptores, tales
como los FcR (para complejos inmunes) o por inmunoglobulinas de superficie en los linfocitos B,
las vesiculas endociticas iniciales o endosomas tempranos, se fusionan en vesiculas mas grandes,
que van acidificando su contenido y modificando la composicién enzimatica del mismo. Aqui
comienza la degradacién parcial de los Ag endocitados, en péptidos mas pequefios. Hay enzimas
que reducen enlaces disulfuro, y numerosas proteasas, tales como catepsinas B, D y E. Los
endosomas més maduros o tardios, finalmente se fusionan con lisosomas. ®. La catepsina A y B
de los lisosomas son las proteasas generadoras de péptidos. El complejo clase Il-péptido se forma
en el compartimento prelisosomal, en donde se acumulan Jas moléculas clase iI recién
sintetizadas, cuyas cadenas o y P se ensamblan en el reticulo endoplasmico ayudadas por la
calnexina asociandose inmediatamente con la cadena Invariable (Ii}, la que evita que el sitio de
unién al péptido se ocupe, esta cadena pesa 33 KDa y su gen se encuentra localizado en el
cromosoma 5.

El sitio de unién al péptido tiene una considerable variacién alélica y acomoda péptidos
de 13-25 residuos de aminoicidos’. Tres heterodimeros clase I se asocian para formar un
complejo nonamérico con el trimero de la cadena Ii, dirigiéndose asi a la via endocitica. La
mayoria de las cadenas Ii son eliminadas por protedlisis, dependiente de catepsina B y D.

Las motéculas HLA-DM, que también se acumulan en fos compartimentos ricos en clase
I1, catalizan la remocién dependiente de pH bajo del péptido llamado CLIP (del inglés: CLass II
associated Invariant Peptide), que cubre ¢l sitio de unién a péptidos de clase 11 y que deriva del
corte de la cadena Ii. Este pequefio péptido mantiene a las moléculas clase Il en una
conformacién relativamente inestable, receptiva para los péptidos antigénicos, los cuales al unirse
a clase II pueden inducir un cambio conformacional para que adquieran una conformacion
altamente estable. El mecanismo por el cual las moléculas clase TI son liberadas del
compartimento pre-lisosémico para la expresién en la superficie no estd completamente claro.
Los hallazgos de microscopia elecirénica sugieren que, en algunos casos, el compartimento que
fleva a las moléculas clase II puede fusionarse con la superficie celular, dejando ahi a las

moléculas ocupadas con péptidos3,m.
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La activacion del linfocito T resulta en una respuesta Thl si el complejo MHC-peptido
interacciona fuertemente con el receptor del linfocito T, mientras que se favorece una respuesta
Th2 si la interaccion es débil'>,

Existe un reciclaje de moléculas MHC-II desde la membrana, las cuales pueden ser
internalizadas pasando directamente a los endosomas tempranos. Los complejos MHC-II-
peptidos de alta afinidad, no son ficilmente disociables, ya sea en la membrana como dentro de
los endosomas. Sin embargo una fraccidn de moléculas MHC-II ocupadas con péptidos de baja
afinidad, con la cadena invariable o con el fragmento CLIP, pueden intercambiar con otros
péptidos después de la internalizacién. El compartimento para esta nueva carga de moléculas
recicladas es probablemente distinto de aquél al que son transportadas las moléculas sintetizadas
de novo. En experimentos con el antigeno H3 del virus de la influenza y con la proteina basica
de la mielina se demostré que las moléculas requerian del reciclaje para su presentacidn, mientras
que no ¢ra asi para el antigeno M1 de la matriz del mismo virus. Al parecér el reciclaje de las
moléculas MHC-II pudiera ser de utilidad para la presentacion de antigenos que son rdpidamente
degradados al ser endocitados por las células presentadoras de antigeno'®. Se ha sugerido que el
reciclaje directo de la membrana de complejos MHC-II-li no conduce tan ripidamente a

protedlisis de la cadena Ii y es necesario el paso subsecuente a endosomas mas tardios',
E. VIAS ALTERNAS DE PROCESAMIENTO ANTIGENICO

Ademas de la via citosdlica para la presentacién de antigenos exégenos hay evidencias de
la existencia de vias no citosdlicas para su presentacion en moléculas clase I por los macréfagos.
La presentacién de ovoalblimina asociada a bacterias (en forma de una proteina de fusién) por
clase I, no es inhibida por brefeldina A (antibidtico que inhibe ta migracion del RER al Golgi),
sugiriendo una via no citosélica de presentacién. Otro ejemplo es la presentacién de antigenos
virales asociados con "detritus” celulares. La presentacién de estos antigenos tampoco se inhibe
por brefeldina, ni por una mutacion en el transportador TAP. Se piensa que en estos casos los
péptidos son generados por protedlisis en el compartimento endocitico, aunque, no esta
completamente resuelto si estos péptidos se unen a las moléculas clase 1. Tambien se ha
observado que los péptidos pueden unirse a clase I dentro de vesiculas, ya que el péptido

(SIINFEKL) de ovoalbiimina es presentado por clase I cuando es conducido a los fagosomas
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sobre un soporte inerte. Estos datos implican que las moléculas clase I viajan dentro de

compartimentos vesiculares®,

En general, las moléculas clase I no se hallan en las vesiculas endociticas de la mayoria de
las células, pero pueden entrar a este compartimento en los fagocitos por diferentes vias. Algunos
estudios indican que las moléculas de la superficie celular se introducen en los fagosomas y son
internalizadas de la membrana plasmética durante 1a fagocitosis, sugiriendo que las moléculas
clase I recién sintetizadas también pueden ser transportadas a esas vesfculas. Ademas, en los
macréfagos pueden reciclarse constitutivamente entre la superficie celular y el compartimento
endocitico. La endocitosis de estas moléculas ocurre también en las células T y esto debe
considerarse para algunos ejemplos de presentacién de antigenos exdgenos. Finalmente, la
cadena invariable, cominmente usada en el transporte de clase I, puede asociarse con algunas
moléculas clase [ recién sintetizadas y dirigir su transporte dentro de las vesiculas endociticas.
En todos estos casos, la mayoria de las clase I que entran en el compartimento endocitico
probablemente ya estin ocupadas con péptidos. No obstante, es posible que haya suficiente
nimero de moléculas vacias para unir péptidos o que el bajo pH en las vesiculas pueda
disociarlos y generar moléculas vacias'®

Los estudios iniciales que demostraron que los fagocitos podian presentar antigenos
exogenos sobre moléculas clase I se llevaron a cabo in vitro y la pregunta clave fue si esta via
podia operar bajo condiciones fisicldgicas. La relevancia de la via in vivo se demostré con la
inyeccion de ovoalbiimina soluble en ratones que resultaba en su presentacidn por clase I por los
macréfagos. También se encontré que los mismos antigenos particulados presentados por
fagocitos in vitro estimulan respuestas de Tc cuando se inyectan in vivo."”. Lineas celulares de
linfocitos B humanos que presentan mutaciones en los genes TAP no son reconocidas por ¢lonas
de linfocitos T dirigidas contra el HLA-DR alogénico, y la restauracién de la expresién por
transfeccidn de cDNA de los genes TAP, resulta en el reconocimiento alogénico de HLA-DR por
clonas de T'®. Recientemente se ha informado que las moléculas de clase IT pueden unir péptidos
en el RE, inhibiendo su asociacidn con la cadena invariable, y asi unir péptidos de proteinas
cndogenasw. Muchas particulas diferentes como bacterias, microesferas de ltex, hierro o silica,
pueden ser presentadas en el contexto de las moiéculas de clase . La inmunizacién con HSP
derivadas de tumores, estimulan la respuesta especifica por parte de Tc por péptidos provenientes

de antigenos tumorales que estan unidos a las proteinas HSP presentes en las CPAs. El concepto
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de que las moléculas de clase I se encuentran involucradas exclusivamente en la presentacion de
antigenos sintetizados endégenamente, debe ser modificado. Se ha descrito 1a transferencia de
pequefios péptidos del lisosoma al citoplasma, asi como también el paso de proteinas en la
direccidn contraria. También se propone que algunas vesiculas endociticas pueden simplemente
romperse liberando su contenido hacia el citosol. La cadena invariante puede asociarse con

algunas moléculas clase I, y dirigir su transporte al interior de vesiculas endociticas'”.

2. MOLECULAS TAP

A. ESTRUCTURA Y FUNCION

Dentro de la regién MHC clase II entre la regién DM y DOB, se encuentran 2 genes
TAP1 y TAPZ, que codifican para sus correspondientes proteinas TAP (Transporter in Antigen
Processing), que son transportadores transmembranales dependientes de ATP. Forman un
heterodimero presente en la membrana del RE cuyas cadenas poseen ambos extremos terminal N
y C del lado citosdlico. Dichas proteinas pertenecen a la superfamilia llamada transportadores
ABC (por poseer un ATP-binding cassette), de mas de 70 miembros. Estos se hallan en
procariotes y eucariotes, y se encargan de transportar iones, amino4cidos, azicares y péptidos®,
La familia de transportadores ABC, incluye 30 miembros cada uno especifico para un sustrato
diferente, entre los que se encuentran, azicares, iones inorginicos, aminoicidos, péptidos y
proteinas'?,

Su funcidn es transportar los péptidos provenientes de la degradacién de proteinas en el
citosol, dentro de la cual participa una proteasa multicatalitica o protcasoma, que es un complejo
multimérico de mas de doce componentes y de 700 kDa. Previo a su catabolismo, las proteinas
citosdlicas son modificadas mediante el agregado de una o mas copias del polipéptido ubiquitina,
que facilita su reconocimiento por los sistemas de degradacién. Una vez que estas proteinas han
sido modificadas son degradadas principalmente por proteasomas. Al menos dos de los
componentes del proteasoma estan codificados por genes ubicados dentro del sistema HLA,
LMP-2 y LMP-7, los cuales se expresan por induccidon del interferén vy, y reemplazan a las
subunidades B que se expresan constitutivamente. Esta sustitucién genera ahora péptidos con las

caracteristicas requeridas para su transporte por las moléculas TAP'®. Los péptidos que se
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generan en el citosel son translocados al interior del RER por las moléculas TAP que transportan
eficientemente péptidos de 6-15 residuos de largo y con mucha menor eficiencia péptidos mas
largos. Ademis, los transportadores pre-seleccionan péptidos con determinados residuos en su
extremo carboxilo-terminai. Asi, en humanos, los mejor transportados poseen residuos basicos o
hidrofébicos en dicho extremo®™. Se han descubierto varias proteinas que participan en el
plegamiento y conformacién tridimensional de las proteinas y una de sus funciones principales es
evitar la agregacién de proteinas desdobladas que son recién sintetizadas. Estas inleracciones se
incrementan cuando las células se someten a distintos tipos de estrés (limitacién de glucosa, altas
temperaturas, etc.). Esta familia de proteinas inducidas por el estrés se llaman proteinas de
choque térmico (HSP) o chaperonas® y juegan un papel esencial en la correccién de proteinas
desdobladas o parcialmente dobladas, ¢ intervienen en la estabilizacién de polipéptidos
translocados al ER y en la dispersién de agregados de protefnas y péptidos?. Los péptidos
citosélicos son acarreados hasta los TAP por la HSP 70%. Recientemente se ha demostrado en
lineas humanas de células B que son TAP negativas, complejos de moléculas de clase I asociadas
con dos moléculas adicionales: una chaperona residente del RE que une calcio "Calreticulina"
(CRT), y una nueva glicoproteina de 48 kDa llamada tapasina®®.

Cuando se sintetiza la cadena pesada de la molécula clase [, se une ripidamente a la calnexina via
interacciones con glicanos inmaduros y con residuos del dominio transmembranal de la cadena
pesada (CP); la famicroglobulina (fzp) desplaza a la calnexina y este nuevo dimero CP-fau se
une instantdneamente a una chaperona homéloga del RE, llamada calreticulina (CRT). Aunque
la calnexina no es esencial para el ensamble de CP-fap, ésta puede servir para incrementar la
eficiencia del ensamblaje directamente o simplemente por retencién de las moléculas clase 1
vacias en los compartimentos secretorios tempranos. La tapasina es esencial para la interaccion
entre clase I y TAP pues su ausencia resulta en la incapacidad de asociacién de algunos alelos
MHC clase I con TAP. El gen que codifica para la tapasina probablemente se encuentra entre la
tegidn 6pll y 6pter del cromosoma 6. La tapasina probablemente se une al complejo
calreticulina -clase I mediante la interaccién directa con clase I pues los anticuerpos
anticalreticulina co-precipitan TAP sélo en células que expresan CP y la Bou. Las moléculas
clase I se asocian a TAP ya sea mediante la unién a tapasina o bien interactuando directamente
con ambas tapasina y TAP. La tapasina puede unir péptidos liberados por TAP en el RE y

pasarlos a las moléculas de clase I. Es posible que la CP se asocia simultineamente no sélo con -
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fap y péptido sino también con, CRT, tapasina y TAP. Parece que cada uno de estos contactos es
esencial para mantencer la estabilidad del complejo. La unién del péptido a la molécula clase |
ocasiona e! desensamblaje del complejo CRT-clase I del complejo TAP-tapasina seguido por la
liberacién de clase I de la calreticulina; este desensamblaje se debe probablemente a un cambio
conformacional en el heterodimero TAP que se genera por la hidrélisis de ATP. Otra posibilidad
es que el péptido induzca un cambio conformacional en la molécula de clase I ocasionando la
disociacién del complejo. Cuando TAP no est4 presente o cuando el suministro de péptidos esta
limitado, clase I sc degrada en el RE; si se carga con un péptido, se libera de! complejo CRT-
TAP-tapasina . En la Figura 2 se muestra el procesamiento antigénico para presentacion en
motéculas clase I. En células que tienen alteraciones en el procesamiento antigénico, muchas
moléculas de clase | son degradadas antes de su trinsito por el Golgi. Algunas moléculas clase |
vacias llegan a la superficie celular, donde pueden asociarse con péptidos exdgenos, adquiriendo
una conformacion estable. Si esto no ocurre, se degradan rédpidamente como resultade del
reciclamiento endocitica. En el ensamble de las moléculas clase 1 con los péptidos, hay varios
pasos de control de calidad para asegurar el plegamiento apropiado y la asociacién correcta con el
péptido. La calnexina asegura que la cadena @ se una a la Bp-microglobulina, si esto falla la
cadena pesada es degradada probablemente por unién con BiP (proteina de unién a las
inmunoglobulinas) cuya funcién se describe mas adelante. Una vez que se forma el
heteradimero, éste se puede unir a TAP para recibir al péptido y ser exportado a la superficie
celular. La asociacién a TAP y la unidn al péptido, ocurren en un espacio muy estrecho del RE
en donde si el heterodimero no se asocia inmediatamente a TAP, o une a un péptido inapropiado,
se recicla para que la molécula tenga una segunda oportunidad de captar al péptido adecuado.
Finalmente si no capta ningtin péptido, es enviado a un subcompartimento de degradacién en el
RE donde se localizan enzimas marcadoras con ubiquitina.

Las moléculas de clase I también pueden presentar péptidos generados por "peptidasas de
serial" presentes en ¢l RE que es la via de degradacién del RE. También en las moléculas de
clase I se pueden presentar proteinas provenientes de endosomas. Con esta via se relaciona
directamente el proceso de la macropinocitosis, en el cual se libera material extracelular dentro de
la célula, aparentemente por disolucién de las vesiculas macropinociticas. Hay HSPs
citoplasmaticas, que promueven la translocacién de proteinas citosélicas con secuencias sefial

particulares al interior del endosoma, en donde pueden seguir la ruta de las proteinas exdgenas
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para ser presentadas por clase II. La BiP es una proteina del lumen del RE que pertenece a la

familia de las HSP y juega un papel muy importante en el proceso de doblamiento de las
proteinas sintetizadas ¢n el RE. Se han propuesto algunas funciones para BiP, que incluyen:
a)que capture los péptidos translocados a través del RE ,reteniéndolos hasta su unién con clase 1,
b) Puede estar involucrada en la proteccion contra la degradacién de los péptidos transportados, o
bien, puede presentar aquellos péptidos que no tengan las caracteristicas requeridas para su unién
a clase I a las proteasas del RE; ¢)BiP puede funcionar como un "cesto de basura”, capturando los
péptidos que no se unieron a clase I°. Hoy es evidente que las mutaciones en los genes TAP
alteran la presentacion antigénica por clase [, pues al transfectar con dichos genes a células que
carecen de ellos, se restaura la presentacién antigénica’. Algunos virus evaden la respucstla
inmunolégica, al alterar el procesamiento antigénico, sintetizando proteinas tempranas como la
ICP47 del virus del Herpes Simple, 1a cual interacciona con TAP evitando asi la translocacién de
péptidos al interior del RE para ser unidos a las moléculas de clase *%; el citomegalovirus
también presenta un mecanismo de evasioén a nivel de TAP debido a la expresién de la proteina
US6, que bloquea a TAP desde el lado luminal del reticulo endoplismico'®.

Mas ain, la presencia del péptido es crucial para lograr el plegamiento correcto y la
estabilidad de las proteinas clase L. Las células mutantes en los genes TAP, poseen una cxpresi&n
reducida de moléculas de clase I en la superficie celular. En ausencia de péptides, los dimeros
afzp son muy inestables y son enviados al Golgi; donde se degradan, pero una pequefia
proporcién de ellos podria alcanzar la superficie celular, donde, a temperaturas fisiologicas,
tienen una vida media muy corta. En algunos modelos experimentales, el agregado directo de
péptidos a una célula permite su reconocimiento por linfocitos Te. Probablemente el pequefio
nimero de clase [ “desnudas” que llega a la superficie celular es responsable de captar péptidos
directamente del exterior. Una vez que una molécula se asocia a un péptido, el trimerc migra a
través del Golgi hacia la superficie celular, para su presentacion a linfocitos Te. Dicha migracién
se puede inhibir por el antibidtico brefeldina A%,

En la Figura 3 se muestran las vias alternas de presentacién mediada por clase I. La
expresion de los genes LMP v los genes TAP es inducible con INF-y (al igual que los genes de
clase [ y clase I}, lo que sugiere que se requiere de una regulacién coordinada de los mismos
para que la presentacion antigénica sea eficiente. La transformacion maligna de células humanas

se asocia muy estrechamente con la pérdida de expresién de moléculas clase I, debida a la baja
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expresion de TAP. Las células que tienen una expresién disminuida de clase I pueden escapar al
reconocimiento de los Tc, y se ha demostrado In vitro que hay una marcada reduccion en la

susceptibilidad a la lisis especifica contra tumores™.
B. POLIMORFISMO DE LOS GENES TAP

El analisis de las secuencias de las moléculas TAP, muestra que los genes TAP tienen cierto
grado de diversidad, que en el caso de TAP1 esti localizado principalmente en dos posiciones
polimérficas correspondiendo a cambios del coddn 333 (ATC/GTC-Ile/Val) y en el codén 637
(GAC/GGC-Asp/Gly). Se han descrito cinco sustituciones polimérficas en los alelos del locus de
TAP2, las cuales codifican para cambios de aminoacidos en las posiciones 379 (GTA/ATA-
Valflle), 565 (GCT/ACT-Ala/Thr), 665 (ACA/GCA-Thr/Ala), 687 (TAG/CAG-Stop/GIn)*® y una
sustitucién silenciosa en el nucledtido 2091. Las sustituciones de los aminoicidos 665 y 687 con
el nucleétido 2091 se encuentran sélo en dos combinaciones: Thr-665, Stop-687, G-2091 y Ala-
665, GIn-687, T-2091, por lo que tinicamente se tipifica la posicidén 665 ya que las otras dos
posiciones polimérficas se encuentran en desequilibrio de ligamiento con la sustitucién en el
codén 665. El aminoicido de la posicién 379 se localiza en la regidn transmembranal
hidrofébica de la proteina TAP2, mientras las posiciones 565 y 665 se localizan en el sitio de
unién del ATP *'. Existen entonces 4 alelos para ¢l gen TAP1 que son: A, B, Cy D y 8 alelos
para el gen TAP2: A, B, C, D, E, F, G y H. El alelo TAPID sélo se habia calculado
mateméticamente®, pues es un alelo extremadamente raro”’. En ratas se ha observado que el
polimorfismo de TAP es muy extenso, principalmente en la regidén membranal y la diversidad
influye directamente sobre la seleccién de secuencias de los péptidos que se van a transportar’®.

En la Figura 4 se indican las posiciones de los residuos descritos.

C. NOMENCLATURA

La nomenclatura de las moléculas TAP se basa en las combinaciones alélicas del
dimorfismo de TAP, descrito en la Figura 4. Se ha creado una enorme confusién en la
nomenclatura por varias razones ya que diferentes laboratorios han usado nombres distintos para

}a misma combinacién de dimorfismo.
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Figura 2: Procesamiento antigénico para presentacién en moléculas de clase I
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Figura 3: Vias alternas de procesamiento antigénico para presentacién en
clase I
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Ademis los nuevos polimorfismos que se han ido describiendo, ain no se han integrado
en este esquema, hasta que se reuna nuevamente el comité de nomenclatura oficial en el préximo
taller intemacional de histocompatibilidad para el afio 2001.

Las técnicas de tipificacidn actuales entre las que se encuentra la PCR-ARMS no
permiten la asignacidn inequivoca de los alelos en los individuos que son heterocigotos a mas de
una posicion dimérfica. Por ejemplo, en el caso de TAP1, un individuo heterocigoto que es
lle/Val-333, Asp/Gly-637 puede ser segun la nomenclatura TAP1A/B o TAP1C/D. Debido a esta
limitacién €l Comité Oficial de nomenclatura para HLA ha sugerido que los resultados sean
expresados en ambos téiminos: de dimorfismo de aminodcidos individuales y como definicion
especifica de alelo (cuando esto sea posible). Dicho comité ha comenzado a nombrar los alelos
de TAP usando una terminologia similar a la que se emplea para los alelos de clase I y clase I1, lo
cual permitira aclarar la confusién en torno a este tema. Por otro lado, la metodologia actual de
tipificacién para TAP, se basa predominantemente en la tipificacién del dimorfismo de los
nucledtidos los cuales representan los cambios en los aminoacidos. Sin embargo la nomenclatura
de dicho comité se basa en la secuencia nucleotidica. No existe nomenclatura de WHO para el
alelo TAP2C, va que la existencia de éste se ha deducide por tipificacion de residuos
polimérficos especificos y no por secuenciacién.”® En el Cuadro 1y en el Cuadro 2 se enlista la

nomenclatura en las dos formas mencionadas para TAP1 y para TAP2, respectivamente.

3. ASPECTOS CLINICOS E INMUNOGENLETICOS DE LOS PADECIMIENTOS
INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

A.MHC Y AUTOINMUNIDAD

La capacidad de las moléculas HLA y la propiedad de unir fragmentos de péptidos y
presentarlos a los receptores de las células T determinan el fenotipo de la respuesta inmunoldgica
contra un gran niimero de antigenos vy son funciones que explican el papel primordial que juegan
las moléculas HLA en la respuesta celular. En consecuencia, la susceptibilidad y/o proteccion a
casi todas las enfermedades autoinmunes est bajo el control parcial de genes codificados dentro

del MHC,
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Figura 4: Posiciones dimoérficas de TAP*
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Figura 5:Representacién de las posiciones dimérficas de TAP en la proteina
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Los primeros estudios demostraron que muchas enfermedades en humanos se asocian en
distintos grades a los alelos clase I, pero el avance en las técnicas de anélisis del MHC ha
demostrado que en enfermedades autoinmunes estan fundamentalmente involucrados los alelos
clase II . Esta asociacién es especialmente fuerte en el caso de enfermedades con una
patogénesis autoinmune definitiva o probable, y en la mayoria de los casos la susceptibilidad se
asocia con alelos individuales y en algunos casos la combinacién de alelos de los distintos loci
resulta en un haplotipo particular que puede ser determinante para la susceptibitidad. Los
modelos experimentales para diabetes, esclerosis multiple y lupus eritematoso diseminado, han
sido muy valiosos pues se ha logrado identificar sustituciones de nucledtidos dentro de las
secuencias de los genes clase II, que estan muy asociadas con susceptibilidad o resistencia y los
datos han permitido empezar a conocer los mecanismos de asociacién en cada caso’’. A la fecha
se han informado mas de 40 asociaciones entre genotipos clase II y susceptibilidad a
enfermedades diversas y en casi todas hay una fuerte evidencia de que el sistema inmunolégico
reacciona contra un autoantigeno particular’’. A continuacién se describen brevemente los
hallazgos publicados para cada una de las enfermedades autoinmunes incluidas en el presente

trabajo.
B. DIABETES MELLITUS DEPENDIENTE DE INSULINA O TIPO 1

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de desérdenes genéticos y clinicamente
heterogéneos en los que la intolerancia a la glucosa es comiin. Se distinguen tres tipos: DM
dependiente de insulina (DMDI) o tipo I, DM no dependiente de insulina (DMNDI) o tipo I, y
otros tipos de diabetes incluyendo la asociada con enfermedad pancreitica, hormonal, inducida
por farmacos o quimicos, anormalidad en los receptores de insulina, y sindromes genéticos’®

La diabetes tipo I es una patologia autoinmune en la que hay una insulinitis aguda con
infiltracién de linfocitos y macréfagos en los islotes de Langerhans del pancreas. Se ha
confimado mediante autopsia que las dos terceras partes de los diabéticos presentan la lesion
dentro de los primeros 6 meses después de iniciados los sintomas. Los islotes en la DMDI son
pocos y muchas veces mas pequefios que lo normal, el peso total es menos de la tercera parte del
peso de los islotes de sujetos sanos o de pacientes con DMNDI o tipo II. Las células beta
secretoras de insulina estan virtualmente ausentes y los islotes consisten casi completamente de

células que secretan glucagon (alfa), somatostatina (delta), y péptido pancredtice (PP o I). Los
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anticuerpos dirigidos contra el citoplasma de células de los islotes (ICA-cyt) se halilan en el suero
del 60-90% de los pacientes con diagnéstico reciente y muestran que solo el 0.5% de los
individuos sanos son portadores de ellos. Estos anticuerpos generalmente reaccionan con los
cuatro tipos de células de los islotes: alfa, beta, delta, y contra las células secretoras del péptido
pancredtico, pero solamente se destruyen las células productoras de insulina. Dichos anticuerpos
desaparecen 2 afios después del diagndstico de DMDI en el 85-95% de los pacientes. Los

anticuerpos responsables de la destruccién de las células beta estian dirigidos contra antigenos de

superficie, #4041,

La DMDI se caracteriza clinicamente por un inicio abrupto de los sintomas, insulinopenia,
utilizacién reducida de la glucosa ¢ incremento en la secrecién de glucagon. La diuresis
progresiva causa deshidratacién, sed y si la pérdida de glucosa es grande hay pérdida de peso a
pesar de la polifagia. Cuando la tasa de excrecién de glucosa es cercana a la de sobreproduccién
de glucosa hepatica, la hiperglucemia alcanza un efecto meseta, con un valor de glucosa entre 17
a 28 mmolll (300 a 500 mg/dl). La cetoacidosis diabética puede ser un evento inicial o
subsecuente en DMDI y es precipitada por el estrés, otras enfermedades, o la omisién de la
insulina. Las hormonas liberadas durante el esirés se oponen a la accién de la insulina,
estimulando la liberacién de glucagon. La hipovolemia, consecuente a la diuresis, incrementa la
secrecion de glucagon, catecolaminas y otras hormonas de estrés y por la via de 1a disminucién
del flujo renal, reduce la degradacién del glucagon resultando en una marcada
hiperglucagonemia, hiperglucemia, y cetoacidosis. Si la diuresis osmética es prolongada hay una
diminucién en Ia tasa de filtracién glomerular que eleva la glucosa plasmitica, debido a que la
produccién de glucosa hepdtica no se abate. La hiperosmolaridad y la salida de agua de las
cétulas con pérdidas urinarias sustanciales de sodio, potasio y magnesio son un factor importante.
Usualmente esta enfermedad ocurre en la juventud y por ello se llama diabetes juvenil, no
obstante puede iniciar a cualquier edad. Aunque la destruccidn de las células beta requiere de
mas de un afio, los individuos con este tipo de diabetes son dependientes de la insulina durante

. A
toda su vida 3940418

a) Antecedentes penéticos.

Los estudios en gemelos idénticos muestran que las tasas de concordancia para la DMDI

estan entre el 30-50%, y son mas altas que para gemelos no idénticos. Si la enfermedad fuera
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enteramente el resultado de factores genéticos se esperarian tasas de concordancia de 100%, sin
embargo, la susceptibilidad genética representa un importante componente en su etiologia Es
interesante que los hijos de padres con DMDI tienen mucho mas riesgo de padeceria que los hijos
de madres con DMDI; ademas los pacientes homocigotos para el HLA-DR3 presentan un
desorden autoinmune primaric y los homocigotos para el DR4 desarrollan la enfermedad después
de la exposicién a un factor primario ambientzl con una respuesta autoinmune secundaria,? Los
heterocigotos HLA-DR3/DR4 tienen un riesgo excepcionalmente elevado, algunos de 20 a 40
veces mas que la poblacién general y mas alto que para los homocigotos de cualquiera de estos
toci*!. Hoy se sabe de manera indudable que participan factores genéticos dentro del MHC y
fuera del cromosoma 6 como responsables de la expresién de la enfermedad. El locus genético
que contribuye mayormente reside en la regién de clase II del complejo HLA. La presencia de
un icido aspértico en el residuo 57 de la cadena DQ beta (ASP 57+) confiere resistencia a la
DMDI, mientras que la ausencia de este aminocicido (ASP 57-) estd asociado con la
susceptibilidad **. Mas adelante se propuso un modelo de susceptibilidad basado en la expresion
de un heterodimero HLA-D(Q va sea en ¢is o en frans, consistente de una cadena DQ-alfa que
contiene una arginina en el residuo 52, asociada con una cadena DQ-beta que no contenga Asp en
la posicién 57 (DQ-alfa-Arg52+/DQ-beta-Asp57-), pues la expresion de estos heterodimeros se
encuentra fuertemente asociada a DMDI y el grado de susceptibilidad depende del namero de
heterodimeros expresados *.

En mexicanos, Gorodezky y col. demostraron que los antigenos HLA clase 1T que
contribuyen a la susceptibilidad en la DMDI son el DR3, DR4, DQ2 y DQ8, mientras que, ¢l
DRI1, DRI15, DQ5, DQ6, DQ7 confieren proteccidn. A nivel molecular, los alelos asociados
méas intensamente son el DRB1*0405 y el DRBI1*0301, DQA1*0301, DQA1*0501,
DQB1*0302, y DQB1*0201, y los haplotipos diabétogénicos para la poblacién mexicana son:
DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201, ¥ DRB1*0405-DQA1*301-DQB1*0302**  En esta
poblacion, ademas se demostré que los haplotipos de proteccion son de contribucién amerindia,
mientras que los de susceptibilidad son de origen mediterraneo®. En méxico-americanos con
DMDI el analisis de los genes HLA-DQAI1,-DQB1 también mostré asociacién con el
DQA1*0301 y el DQB1*0302. Ademas del haplotipo DQA1*0501-DQB1*0201 caracteristico
del DRBI1*0301, se ha observado que la heferocigocidad de estos dos haplotipos DR3-
DQA1*0501-DQB1*0201/DR4-DQA1*0301-DQB1*0302 confieren el mayor riesgo al
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desarrollo de la enfermedad. Como es evidente, los estudios transraciales son importantes para
investigar los mecanismos de asociacién HLA a la DMDI, puesto que estas asociaciones son
similares a las de poblacién caucésica, es consistente con la hipétesis de que los alelos de

susceptibilidad en estos pacientes méxico-americanos son de origen caucésico *.

b) Implicacién de TAP en DMDI

Una caracteristica comuin en los pacientes con enfermedades autoinmunes asociadas a
HLA clase II, es la baja densidad de moléculas clase I sobre la superficie de sus linfocitos. Se ha
observado que cuando se introducen los genes TAP2 o TAP1 a lineas celulares de linfocitos B de
pacientes con DMDI hay una recuperacidn en la expresién de moléculas clase I en el 40 % de los
casos, sugiriendo que hay disfunciones en los genes TAP que contribuyen tanto al defecto en ia
expresion de clase I como en la presentacién de antigeno diabetogénico®’. En pacientes noruegos
y finlandeses se ha observado que la presencia de treonina (Thr) en la posicidn 665 de la
molécula TAP2 estd en desequilibrio de enlace {A) con el haplotipo DR4-DQ8 y con el DR3-
DQ2 fuertemente asociados con la DMDI, mientras que la presencia de alanina (Ala) en la
posicion 665 se encuentra en A con los haplotipos protectores DR1-DQ5 y DRI13-DQ6
(DQB1*0603). Ademas hay un incremento de homocigotos para Tht/665 y una disminucién en
la homocigosidad de Ala/665"®, En finlandeses, en cambio, la presencia de Ile/Val(333) y
Asp/Asp(637) en TAPI confiere un riesgo alto para el desarrollo de DMDI, presentando una
segregacién independiente de los genes del locus HLA-DR*®. En poblacidn caucdsica la mayoria
de linfocitos que infiltran €l pincreas son CD8" y ademas hay un incremento en la expresién de
clase I en las células beta de los islotes de Langerhans. Por lo que respecta a los TAP, se ha
encontrado que la proteccién esta ligada al alelo TAP2*0201 cuyo efecto parece ser dominante.
Mas atn, la susceptibilidad a 1a DMDI se incrementa cuando los pacientes son homocigotos para
TAP2*0101 (p<0.001), y a la vez existe una asociacion significativa enire este alelo y la
presencia de anticuerpos contra las células beta®. Es importante hacer notar la ausencia y
presencia de Thr, en los alelos TAP2*0201 y TAP2*0101 que confieren protecciéon y
susceptibilidad, respectivamente. El DRB1*03 predictivo para diabetes se asocia con una baja
frecuencia de TAPIB, y el alelo TAP2B esti ausente en los pacientes diabéticos que manifiestan
alguna otra endocrinopatia autoinmune’’. Otros han informado que los genes DRB1*03,%04

estan en A negativo con ¢l alelo TAP2RB,. Por otro lado, la presencia de alelos protectores se halla
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también en desequilibrio con algunos alelos TAP2. Asi, el gen DRB1*01 esti en A con TAP2A
y TAP2B mientras que ¢l DRB1*11 est4 en A con TAP2C*. En pacientes de Cerdefia, hay un
exceso homocigotos de TAP2 Val/379, y una disminucién en la frecuencia de TAP2 [1e/379%.
En el norte de Italia los diabéticos presentan disminuido el alelo TAP2B y el alelo TAP2A esta
incrementado. El alelo TAP2B confiere proteccion dominante en franceses™. En espaiioles, en
alelo TAP2A (TAP2Z*01) también estd incrementado en pacientes con DMDP** y en los
daneses, los resultados concuerdan con la ausencia de TAP2B®. En japoneses DQA1*0301 y
DQB1*0401 estdn asociados a la DMDI, y confieren proteccion el DQA1*0103-DQB1*0501-
DQB1*0601 y DQB1*0602. Los desequilibrios que se han observado son entre DQB1*0303 y
TAP2C; DQB1*0401 y TAP2B; y existe un A- entre DQA1*0103 y TAP2A®". Finalmente se ha
demostrado que la disminucién de expresién de clase I se asocia al desarrolio de DMDI en
ratones NOD que desarrollan espontineamente la enfermedad y en humanos, y que el nivel de
mRNA de TAPl se encuentra disminuido en estos ratones. Ademis también existe un
incremento de Thr en la posicién 665 de TAP2 en los pacientes japoneses con DMDI*®. En el
Cuadro 3 se muestran los alelos de TAP implicados en el desarrollo de la DMDI descritos en

otras poblaciones.
C. ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumnatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria sistémica cronica y recurrente
que iniciaimente implica a las pequefias articulaciones. Los sintomas incluyen fiebre, dolor y
pérdida de peso. La enfermedad comienza en las pequeiias articulaciones de las manos y progresa
hacia las grandes articulaciones dando lugar a deformaciones muy caracteristicas en los
miembros afectados. También hay una gran variedad de manifestaciones extraarticulares que
incluyen vasculitis, atrofia de la piel y de los misculos, se forman nédulos subcutaneos, y llega a
existir linfoadenopatia, esplenomegalia y leucopenia. Recientemente se ha sugerido una posible
relacién entre virus de Epstein Bar (VEB) y el desencadenamiento de la AR, ya que ¢t VEB es un
estimulador policlonal de las células B y éstas pueden producir el factor reumatoide. Los
linfocitos sinoviales producen IgG que es reconocida como extrafia y por lo tanto estimula la
sintesis de anticuerpos anti- IgG ¢ IgM en las articulaciones un ejemplo de las cuales es el factor
reumatoide. La presencia de agregados de IgG o complejos IgG-factor reumatoide resulta en la

activacién del complemento por la via clisica y los complejos inmunes se depositan en las
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articulaciones y activan a su vez al complemento por la via altemna. Dicha aclivacién del
complemento conlleva a un fendmeno inflamatorio que incluye la liberacién de histamina, la
produccién de factores quimioticticos para polimorfonucleares y para células mononucleares,
ocasionando dafios en las membranas con la subsecuente lisis celular y acimulo de células
mononucleares en el espacio sinovial. Las prostaglandinas y leucotrienos juegan un papel
importante en la mediacién del proceso inflamatorio. El infiltrado mononuclear caracteristico
contiene linfocitos T y B pequefios, linfoblastos, células plasmaticas y macréfagos. La
interaccidn de estas células trae como resultado la liberactén de linfocinas, responsables de
mayor acumulacién de macréfagos en el sinovio y de la sintesis de inmunoglobulinas y factor
reumatoide. La interaccidn de la fibronectina producida por los polimorfonucleares con los
fibroblastos también juega un papel importante en et proceso erosive. El factor reumatoide puede
ser importante en el desarrollo de 1a enfermedad extraarticular, pues los pacientes con vasculitis
reumatica tienen titutos muy altos. Si se infunden complejos antigeno-anticuerpo a animales de
experimentacidn en presencia de factor reumatoide de clase IgM, se induce wvasculitis
necrotizante.”® La mayoria de los pacientes tienen hipergamaglobulinemia, del 20-70% de los
pacientes presentan anticuerpos antinucleares, hipoalbuminemia, titulos altos de factor
reumatoide y ta enfermedad es poligénica con un modo de herencia complejo. La AR esta
fuertemente asociada con el DR4 en casi todas las poblaciones estudiadas incluyendo, caucasicos,
negros-americanos, negros-africanos, mexicanos y japoneses.

En caucasicos, los alelos DRBI1*0401 y *0404 sc encuentran incrementados
significativamente®, mientras que en pacientes japoneses® y judios el subtipo responsable es el
*0405%2. Los residuos de las posiciones 67-74 de la tercera regién hipervariable det DRB! estin
involucrados en susceptibilidad y resistencia. En un estudio realizado por el grupo de Gorodezky
y col. se demostrd, que los alelos de susceptibilidad en poblacién mexicana, son: DRB1*0404,
*0401 y *1001, mientras que la proteccidn se asocia intensamente ai: DRB1*0701. La
susceptibilidad o proteccién mediada por estos alelos es recesiva. El motivo comprendido entre
los aminoacidos 67-74, y la presencia de valina o glicina en la posicién 86 de la cadena beta del
DR son relevantes no sdlo en el desarrolto sino también como mediadores de la severidad de AR
en mexicanos. Por otro lado los alelos de proteccidn tienen D-70 o bien V-86 en ausencia del

anterior™.
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La susceptibilidad/proteccién depende de la combinacién de residuos basicos en estas
posiciones y la presencia de un aa no polar en la posicién 86 contribuye 2 la resistencia. La
severidad de la enfermedad, también depende del HLA, ya que se ha observado que el
DQAI*03011-DQB1*0302 estd presente en pacientes que desarrollan severas lesiones en
presencia de cualquier subtipo de DR4%. Con lo que respecta a los genes TAP, en Inglaterra, se
describié una fuerte asociacién del DRB1*0401 con la RA, y una asociacién entre el alelo
TAP2D y el DR4™. En noruegos se observé un incremento de Ios alelos TAP1B y TAP2C/D en
individuos con artritis reumatoide juvenil los cuales se encuentran en A con el DR8 que se asocia
directamente con la enfermedad®®. Los finlandeses informaron un A entre ¢l alelo TAP2E vy el
B27/DRB1*0404%.

D. CARDIOPATiA REUMATICA

Es una enfermedad coligeno-vascular que afecta varios organos y es una de las
complicaciones posestreptocdccica en el humano, Existe una susceptibilidad que va del 2-3% en
la poblacién normal a la edad de entre 5 y 15 afios. Las manifestaciones clinicas consisten en
inflamacién de las articulaciones, corazén, cerebro y piel, y pueden estar involucrados une o
todos estos Grganos, pero el corazén es el 6rgano que se afecta mas seriamente®. Inicialmente se
pensaba que ¢l dafio tisular se debia a la invasién directa de la bacteria al tejido, o bien a un
efecto de las toxinas estreptocdccicas, pero recientemente se ha demostrado un mecanismo
inmunolégico en la patogénesis del dafio tisular, debido a la presencia de auto-anticuerpos
circulantes dirigidos contra el tejido cardiaco en pacientes que desarrollan carditis reumatica.
Posteriormente se encontrd que los anticuerpos anti-antigenos estreptocdccicos celulares
infundidos a animales de laboratorio, reaccionan con el tejido cardiaco y con otros tejidos
humanos que se afectan por el proceso inflamatorio en la fiebre reumitica. Algunos antigenos
relacionados con la proteina M de pared celular del estreptococo y otros presentes en la
membrana protoplasmatica, presentan reactividad cruzada con el sarcolema del musculo
cardiaco. Recientemente se ha demostrado una homologia estructural entre la proteina M y la
tropomiosina muscular. Ademas, hay reactividad cruzada entre un grupo especifico de
polisaciridos y las glicoproteinas valvulares, entre antigenos estreptocéccicos de membrana
plasmatica y tejido neuronal del nicleo caudado y subtalamice y entre el acide hialurénico

capsular del estreptococo y el cartilago articular. La identificacion de estos antigenos de reaccién
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cruzada fundamenta la teoria para explicar ¢l daito tisular debido a los anticuerpos citotéxicos
inducidos por el estreptococo. Estos anticuerpos se pueden absorber del suero con estreptococo
del grupo A y con tejido cardiaco™. El 80-85% de los pacientes con dafio valvular tienen un
nivel elevado de anticuerpos anti-antigenos celulares del estreptocaco por aproximadamente 10
afios, a diferencia de los pacientes con fiebre reumética sin dafio cardiaco que desarrollan nefritis
postestreptocdccica en los que el nivel de anticuerpos desciende al valor normal en
aproximadamente 2 afios. Las manifestaciones clinicas de la fiebre reumé4tica son precedidas por
faringitis en dos tercios de los pacientes, en la mitad de los cuales es leve y escapa a la atencion
clinica. Después de un periodo de latencia de 2 a 3 semanas en las cuales los pacientes son
asintomaticos, aparecen los sintomas de reumatismo agudo, y la manifestacién més comin es la
artritis de grandes articulaciones 80% de los pacientes. La carditis ocurre en la mitad de los
pacientes con fichre reumitica y va de leve a severa involucrando 2l endocardio, miocardio y
pericardio (pancarditis). La pancarditis severa es potencialmente fatal. En el 5% de los pacientes
hay rash, nédulos subcutineos que son firmes con dolor y discretos, fiebre, dolor abdominal
usualmente periumbilical, asociado con néusea y algunas veces vomito, que puede confundirse
con apendicitis aguda. La carditis muestra claras anormalidades electrocardiograficas. El
diagnéstico requiere de analisis clinicos, bacteriolégicos y pruebas seroldgicas que demuestren el
antecedente de infeccion estreptocdecica.™

Los datos analizados en el XII Taller de Histocompatibilidad de asociaciones de HLA con
cardiopatia reumdtica muestra que existe un incremento de los antigenos asociados al DRS53
(DR4 y DR7) en pacientes egipcios y el DRB1*0403 se encuentra significantemente
incrementado en pacientes mexicanos, en pacientes de la India, turcos y brasilefios no se ha
confirmado atn ninguna asociacién’®. En cuanto a TAP no se han realizado estudios en esta
enfermedad.

E. SINDROME DE VOGT KOYANAGI HARADA

El sindrome de VKH es un padecimiento sistémico que involucra ojos, oidos, pie! y
meninges. Se caracteriza por uveitis anterior bilateral, aguda y severa, asociada a vitiligo;
alopecia, poliosis y disacusia. La enfermedad de Harada fue descrita en 1926 como una uveitis
posterior severa con desprendimiento de retina, signos de irritacién meningea y pleocitosis en el

liguido cefalorraquideo. Ambos padecimientos se superponen, de tal manera que pueden ser
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considerados como parte de un mismo sindrome, “sindrome de Vogt Koyanagi Harada”, 57635
Predomina en orientales y en indigenas americanos. Su frecuencia va de 1 a 3.7% en Estados
Unidos, hasta un 8% en Japon y 14.4% en Argentina. En la Clinica de Uveitis del hospital “Dr.
Luis Sinchez Bulnes” de la Asociacién para Evitar la Ceguera en México, se ha informado una
frecuencia de 9.5% (Mendoza E. y Arellanes L., datos no publicados). Algunos autores han
descrito el sindrome VKH en pacientes de raza negra aunque la mayoria de ellos tienen ancestros
de origen amerindio™. Las descripciones clasicas del sindrome incluyen: etapa prodrémica
caracterizada por signos catarrales, cefalea, meningismo y disacusia; etapa oftdlmica, con
desarrollo de iridociclitis, vitritis, hiperemia de papila y desprendimiento de retina seroso;
finalmente la ctapa de convalescencia en la cual desaparece la uveitis y se manifiestan las
alteraciones cutineas. El factor racial parece tener importancia no sélamente en su prevalencia,
sino también en la frecuencia de presentacién de las manifestaciones extraoculares. La disacusia
se ha informado en el 74% de los pacientes japoneses %, y en México ocurre en el 39% de los
casos; la poliosis-alopecia se presenta en el 60% y el vitiligo en el 25% en japoneses, mientras
que en mexicanos aparece en el 21.73%, respectivamente. En un estudio en pacientes de origen
hispano, los datos son sernejantes pues reportan 21% de afeccién dermatoldgica, 17% de cambios
audiolégicos y sintomas meningeos, principalmente cefalea en el 67%. Esto ultimo también
concuerda en los mexicanos (60.8%)™. Al inicio del padecimiento el paciente refiere fotofobia,
visién borrosa y enrojecimiento ocular®®. Se observa més frecuentemente en mujeres, entre la
tercera y cuarta décadas de la vida.”' Se sabe que existe una respuesta mediada por células T
dirigidas contra antigenos oculares y se han identificado autoanticuerpos contra pigmento uveal,
fotorreceptores y mielina. Ademds, hay una respuesta de hipersensibilidad celular cutinea
dirigida contra pigmento uveal, asi como niveles elevados de complemento, particularmente de
C3". Las células T predominan en el infiltrado coroideo en un 70% de los pacientes y también
se hallan en sangre periférica y liquido cefalorraquideo, en donde abundan las células Th
(cooperadoras). Los linfocitos T también infiltran el limbo, y 1a epidermis de las zonas cutineas
con vitiligo. El actimulo de linfocitos T, la presencia de células plasmaticas, la distribucion
generalizada de macréfagos y la deteccién de anticuerpos contra la retina detectados en suero,
indican que se trata de un proceso autoinmune. Se ha demostrado una importante asociacién de
los antigenos HLA-DR4, HLA-DR5 y HLA-B54 en pacientes japoneses ', en una poblacién con
ancestros indigenas americanos se asociaron los antigenos HLA -DR4, HLA-DRS3, HLA-DQ3 y
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el haplotipo HLA-DR4/DQ3 con VKH™. En mexicanos se demostr un incremento de los
antigenos HLA DR4 y DR1 (p= <0.00001, pc=<0.0003) Gorodezky ', en el cual el analisis
molecular mostré que no hay ningun subtipo particular del DR4 involucrado, sugieriendo que la
regién conservada del alelo participa asociando péptidos particulares de la melanina con la
afinidad necesaria para presentar la secuencias adecuadas al TCR para ia induccién de la
respuesta autoinmune. Un mecanismo adicional esta dado por el DRB1*0101 que comparte el
mismo motivo presente en el DRB1*0405 que e¢s un gen fuertemente-involucrado en la
susceptibilidad en japoneses y brasileflos. Con respecto a los genes TAP no existe ningin estudio

publicado.

F. IMPLICACION DE TAP EN OTRAS ENFERMEDADES

En un estudio realizado en finlandeses con espondilitis anquilosante no se encontrd
ninguna diferencia en la distribucién de frecuencias de TAP1 y TAP2 al comparar pacientes
irlandeses HLA-B27+ contra individuos sanos también HLA-B27+. Sin embargo el alelo TAP2E
se encontrd significativamente elevado en los individuos sanos HLA-B27+ comparados con
sanos HLA-B27- (16-22% vs 1-7% pc=0.008)"¢. En 34 pacientes de E.U. con sindrome de Reiter
(S8R} de los cuales 28 eran HLA-B27+, los cuales se compararon con 80 individuos sanos y con
un grupo de sujetos sanos HLA-B27+, se observé un incremento del alelo TAPIC (13% vs 3%
pc=0.009), ¥ un incremento de TAP2A (77% vs 55% p=0.002) contrz los sanos elegidos al azar.
El alelo TAP2A en SR se mantuvo asociado a la presencia del B27 en los sanos. (76% vs 52%
p=0.004)). M4s atin, TAP2A sc hallaba en el 100% de los pacientes (p=0.003), por lo que se
concluyé que la asociacidn es independiente det HLA-B27, por lo que a pesar de que los genes
TAP estin genéticamente separados de los clase [, se encuentran funcionalmente ligados
contribuyendo ambos a la susceptibilidad al SR”".

En enfermedad celiaca se observd a TAP2*0101 asociado en enfermos franceses,
caucasicos y norafricanos, mientras que TAP2*0201 parecia conferir proteccién. TAP2*0101 se
haEé en desequilibrio de enlace con €l DR3 que esta fuertemente asociado a la enfermedad’®. En
ingleses, se observaron TAP1A y TAPZA incrementados en la enfermedad y en desequilibric de
enlace con el HLA-DQ2 asociado intensamente a la enfermedad celiaca en esta poblacién’.

No se encontré relacidn de TAP1 ni TAP2 en esclerosis multiple en belgas, ingleses ni

noruegos®*¥' %2 En otro estudio realizado en ingleses, no se observé ninguna diferencia en la

37



distribucién de TAP1 ni TAP2, pero se encontré un nuevo dimorfismo en el codon 386 de TAP2,
que corresponde a una mutacién silenciosa, llamando [ y J a los dos diferentes alelos. La
distribucién de estos alelos mostré un incremento del alelo J en los pacientes con esclerosis
multiple que no esta en desequilibrio de enlace con el DRB1*1501, de susceptibilidad por lo que
parece J un nuevo marcador genético de susceptibilidad”. En el norte de Irlanda, se observé que
los pacientes portadores del haplotipo de susceptibilidad HLA DRB1*1501-DQB1*0602 son
homocigotos para TAP2-379-Val y TAP2-565-Ala®.

En Miastenia Gravis el alelo TAP2*0101se relaciona con un inicio temprano de la
enfermedad, y estd en desequilibrio de enlace con el DQB1*02%.

El alelo TAP2A/F se hallé incrementado en.tuberculosis pulmonar (pc=0.01) en indues, y
TAP2B en lepra tuberculoide (pc=0.003) *. En el Cuadro 4 se presenta en forma esquematizada
estos hallazgos.

En Alemania, observaron que para la Psoriasis el haplotipp HLA DRB1*0701/2-
DQA1*0201-DQB1*0303 es de susceptibilidad, y TAP no mostré ninguna asociacién tampoco
ningin alelo de DP*’. En pacientes japoneses con Sarcoidiosis se estudié TAP2 y no se encontré

ninguna asociacién®. No se observé relacién de TAP con lupus eritematoso sistémico en

chinos®, y tampoco en ingleses™.
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IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES

¢ Conocer €] patrén molecular del polimorfismo de los genes TAP en poblacién mexicana.

o Identificar si estos genes contribuyen a la expresién de alguna enfermedad autoinmune en las

que se ha demostrado claramente la participacion del MHC.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

o Efectuar la tipificacién molecular de los genes TAP1 y TAP2 en poblacion mestiza ¢ indigena
sana, para conocer su distribucién y polimorfismo y entender los origenes ancestrales de los
alelos presentes en México. Asi mismo, identificar si existen alelos no descritos previamente
en otras poblaciones,

¢ Seleccionar aigunas enfermedades autoinmunes para investigar la distribucién a nivel de los
genes TAP1 y TAP2. Estas son la diabetes tipo I, la artritis reunatoide, la cardiopatia
reumdtica y el sindrome de VKH.

¢ Obtener las frecuencias alélicas de todos los grupos estudiados y aplicar el andlisis estadistico
para demostrar si existen alelos de susceptibilidad o proteccién en las diferentes enfermedades
autoinmunes €n mexicanos.

¢ En el caso de encontrar alguna asociacién de los distintos alelos de TAP con alguna de las
enfermedades, efectuar el andlisis de desequilibrio de enlace para ver si dicha asociacion es
una contribucton independiente o bien si ésta s6lo se debe a desequilibrio de enlace con otros
alelos HLA.

¢ Correlacionar con los datos informados en la literatura, para demostrar la participacién de

estos alelos en dichas enfermedades.
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V. JUSTIFICACION

+ En base a los antecedentes descritos, se considerd importante analizar el polimorfismo de los
genes TAP tanto en la poblacidn mestiza sana, como en un grupo de indigenas y explorar la
participacién de estos genes en las enfermedades autoinmunes descritas anteriormente, ya que
no hay ningiin dato informado para esta poblacidén con respecto a otros loci ni en poblacion

general, ni su participacion en enfermedades.

VI. HIPOTESIS

¢ Ladistribucién de alelos de los loci TAP1 y TAP2 es diferente en poblacién mestiza mexicana
que en caucdsicos y orientales. El analisis en seris demuestra la contribucién genética de los
ancestros originales y contribuiré al entendimiento de la genética de la poblacién mexicana.

¢ En algunas de las enfermedades autoinmunes se espera encontrar la contribucion de los genes
TAP en la susceptibilidad o resistencia debido a su funcién central en el transporte de péptidos

tanto propios como extrafios.
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VII. MATERIAL Y METODOS

1. POBLACIONES DE ESTUDIO

En este trabajo se incorporaron dos tipos de poblaciones. Dos de ellas son grupos sanos.
Uno esta formado por mestizos de la poblacién general del altiplano, el segundo es una poblacién
indigena, ya que s¢ sabe que los grupos aislados tienen caracteristicas genéticas propias que
pueden permitir €l andlisis de origenes, migracién y mezclas génicas. Este grupo indigena es el
de los seris. Por otro lado se incorporaron cuatro enfermedades con rasgos de autoinmunidad con
el objeto de investigar la participacién de alelos de TAP en la susceptibilidad y/o proteccién en
cada una de ellas, dada la importancia funcional ya mencionada de los genes TAP. Las
enfermedades que se incluyen son: diabetes mellitus dependiente de insulina (DMDI), artritis
reumatoide (AR), fiecbre reumatica (FR) y sindrome de Vogt Koyanagi Harada (VKH). A
continuacién se describe a cada una de las poblaciones estudiadas:

a) Poblacibn mestiza mexicana: Se seleccionaron 87 individuos no relacionados
aparentemente sanos, sin antecedentes familiares de ninguno de los padecimientos de estudio.
Todos ellos son mestizos mexicanos originarios en su mayoria de fa zona del altiplano. El 50%
. son del sexo femenino. Los sujetos incorporados al estudio forman parte del personal del
INDRE, estudiantes y donadores voluntarios del Banco de Sangre del Hospital de la mujer. Este
se utilizd como control de comparacion.

b) Poblacién indigena mexicana: Se incluyeron 97 seris, de los cuales el 65% fueron
mujeres, que son una tribu indigena del estado de Somora. Nunca fueron formalmente
conquistados por los espafioles, y menos aiin evangelizados y pacificados, ya que su territorio no
era facilmente aprovechable, no tenian rigueza acumulada y no producian suficiente para hacer
redituable la conquista, siendo imitiles como mano de obra para cultivar y servir, pues

desconocian esas actividades. Por estas razones , conservaron durante mds tiempo que olros
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pueblos indigenas su autonomia y su identidad cultural. Su aislamiento permitié la conservacién
de algunas caracteristicas génicas y su ubicacidn en sitios inhéspitos, pudo ser cuna para la
generacién de otros alelos como respuesta a la adaptacién al nuevo territorio o a muchos otros
factores. Los seris pertenecen a la familia lingiiistica Hokano-Coahuitleca, €l 96% son bilingiies
(seri-espafiol), habitan en dos localidades de la costa desértica del estado de Sonora:
Desemboque, municipio de Pitiquito, y Punta Chueca y ademés en la Isla Tiburén que se ubica al
oeste de la costa de Sonora; los principales problemas de salud son: infecciones virales,
respiratorias, gastrointestinales, obesidad y ceguera®'.

¢) Pacientes con DMDI: se eligieron 66 pacientes con diabetes tipo I, pertenecientes a la
consulta de diabetes de la Unidad de Crecimiento y Desarrollo del Instituto Nacional de Pediatria,
los cuales fueron diagnosticados por endocrindlogos expertos de acuerdo a los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud y del National Diabetes Data Group.. El 52.5 % son pacientes
femeninas, con una edad promedio de 11.94/-4.15 afios y una edad de inicio de 8.64+/-4.2 afios.
El tiempo de evolucién de la enfermedad en el momento del estudio fue de 3.3+/-3.2 aflos. La
mayoria son originarios del D.F. {60%) y el resto en menor frecuencia de Guadalajara, Hidalgo,
Edo. de México y otros lugares de pais. El 10.5% tenian asociados otros padecimientos cronicos
como tiroiditis, vitiligo, bocio difuso, hipertiroidismo, Hashimoto, escleroderma, enfermedad
articular y cardiopatia reumatica.

d)Pacientes con artritis reumatoide: Se incluyeron 47 pacientes mestizos mexicanos
con diagndstico de artritis autoinmune que fueron seleccionados de acuerdo a los criterios del
American Rheumatism Association y que provenian de la consulta de Ia Unidad de Reumatologia
del Hospital General de México. El 90% eran mujeres con una edad promedio de 42.4+/-13.1
afios. El 52.8% de los pacientes tenian un tiempo de evolucién de la enfermedad menor a 5 afios
y el 47.2% de 5.1-46 afios. El 40 % tenia nddulos reumatoides, el 22% tenia asoctado sindrome
Sjéegren y el resto presentaba vasculitis, tensovitis, escleritis, artrosis y anemia.

¢)Pacientes con Cardiopatia Reumitica: Se seleccionaron 37 pacientes con cardiopatia
reumatica, pertenecientes a la consulta externa del Hospital de Cardiologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI IMSS, los cuales se diagnosticaron de acuerdo a los criterios revisados de
Jones (cardiopatia reumatica mediante electrocardiografia, estudios clinicos e inmunolégicos), el

70% eran mujeres, 25% menores de 40 afios, de los cuales el 73.3% tenian afeccidn cardiaca y el
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6.7% tenia antecedentes familiares de dafio cardiaco. Sus principales manifestaciones clinicas
son artralgias, fiebre, carditis y poliartritis.

f) Pacientes con sindrome de Vogt Koyanagi Harada: se estudiaron 43 pacientes
remitidos de la clinica “Dr. Luis Sanchez Bulnes” de la Asociacién Para Evitar la Ceguera en
México pertenecientes a la consulta del servicio de uveitis, que acudieron a consulta en el periodo
1988-1995. Se les aplicé un examen general y un examen oftalmolégico muy cuidadoso. El
diagnéstico se llevo a cabo por los expertos en uveitis de acuerdo a los criterios sugeridos por la
Sociedad Ameticana de Uveitis *' . El 75% eran mujeres con una edad media de 33.5 afios,
presentando como principales formas clinicas: dolor, tinitus, perdida de la visidn, alopecia,
nauseas, vitiligo, poliosis y dolor de cabeza. En el Cuadro 5 se presentan las caracteristicas de

los grupos incluidos en e} estudio.

2. EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS

Estos se encuentran junto con la preparacién de reactivos en el Apéndice.

3. METODOS

A.EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA GENOMICO?

Un aspecio fundamental de este trabajo es la obtencién de DNA en cantidades razonables
y de alta pureza. Existen varias metodologias que permiten su obtencién partiendo de diferentes
fuentes, gotas de sangre seca, semen, tumores, cabellos o tejidos antiguos. En este caso se
obtuvo DNA de todos los sujetos incluidos en el estudio a partir de leucocitos obtenidos de
sangre periférica. El método consiste en la eliminacidn de eritrocitos mediante choque hipoténico
para dejar limpios a los lencocitos. Posteriormente se lisan los leucocitos para liberar el DNA.
La lisis puede llevarse a totalidad utilizando detergentes idnicos como el SDS. Alternativamente
se puede hacer una lisis parcial con detergentes no idnicos como el NP-40 o ¢l Triton X-100. En

este trabajo se obtuvieron nicleos que se lisaron con SDS.



a) Obtencitn de las muestras y lisis con MgCl, y nonidet p—40. Obtenci6n de nicleos

1. Setoman 20 mL de sangre periférica en tubos vacutainer que contienen EDTA
como anticoagulante.

Vaciar los 20 mL de sangre a un tubo de centrifuga de 50 mL.

Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 15 min. 2 4°C..

Separar el plasma, con una pipeta Pasteur.

“nos oW

Tomar cuidadosamente la capa de glébulos blancos (Buffy Coat) que estd en la
parte superior de los gldbulos rojos y pasarla a otro tubo de 50 mL.
6.  Agregarle al tubo que contiene el Buffy Coat solucién I hasta llenar el tubo. Agitar
suavemente.
7. Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 15 min. 2 4°C. Desechar cuidadosamente el
sobrenadante,
8. Repetir los pasos 6 y 7 hasta que queden las células blancas libres de eritrocitos
(generalmente con 2 pasos de lisis es suficiente).
9. Pasar el paquete de células blancas a un tubo de 15 mL.
10.  Agregar solucidn II, agitando para desprender el paquete, completar el volumen del
tubo con la solucién IL.
11.  Centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 15 min. a 4°C y desechar cuidadosamente el
sobrenadante. En el fondo del tubo se encuentra el paquete de niicleos,
12. Agitar en vortex con el pequefio volumen que haya quedado en ¢l tubo.
En este paso se pueden congelar los nicleos a -20°C 6 -80°C 6 se puede continuar con la
extraccién en este caso por el método de fenol cloroformo. La congelacion se puede hacer
directamente en los mismos tubos en los que se ha trabajado. No se debe descongelar hasta el

momento de realizar la extraccidon del DNA.
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b) Obtencién de DNA mediante digestién con proteinasa K™

Afiadir 4 mL del amortiguador de lisis para glébulos blancos (WCLB) a los nticleos
obtenidos en ¢l paso anterior.

Se deja incubando toda la noche a 53°C en baiio maria; si es posible utilizar un
agitador rotatorio {50 r.p.m.).

Después de este lapso se procede al protocolo de extraccion de fenol-cloroformo.

¢) Extraccién con fenol cloroformo®

N AW

9.

10.
11
12.

Afiadir al tubo un volumen equivalente al que se tiene {v/v) de una solucion con
fenol saturado.

Agitar 10 minutos manualmente de manera suave hasta obtener una emulsion
completa.

Centrifugar 15 min. a 3,000 r.p.m. {1,600 xg) a 4°C.

Colocar los tubos en hielo al terminar.

Temar la fase supcrior y pasarla a un tubo limpio (no tomar la mterfase).

Hacer una segunda extraccién con fenol saturado de la misma manera.

Transferir la fase superior a un tubo limpio.

Realizar dos extracciones con fenol/cloroformo (v/v) centrifugando {5 min. a 3,000
r.p.m. a4°C.

Pasar la fase superior a un tubo limpio.

Hacer una tiltima extraccién con 4mL de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1, viv).
Centrifugar 15 min. a 3,000 r.p.m. a4°C.

Pasar la fase superior a un tubo nuevo.

Los materiales utilizados para la extraccién de DNA deben ser de polipropileno que es

resistente al fenol y al cloroformo. No se recomienda usar tapones de hule porque son
susceptibles a la accion de estos solventes ¢ interfieren con la pureza del DNA. Teodos los
materiales que se utilicen deben estar estériles para evitar la presencia de nucleasas. Es
recomendable, trabajar con guantes durante el proceso de extraccidn. Es importante también que
la pureza de los reactivos sea muy alta porque, si no es asi, la calidad del DNA disminuye, o

puede degradarse. En el caso de que el fenol no pueda adquirirse de fuentes comerciales que lo
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proveen ultrapuro y con calidad para extraccién de DNA, éste debe bidestilarse en el laboratorio.

d) Precipitacién con isopropanol absoluto

El isopropanol no precipita al RNA y de esta manera evita que interficra en la lectura de
la densidad dptica del DNA.

1. Al tubo que contiene la extraccién de DNA afiadirle NaCl 3M o 5M para obtener
una concentracién final de 100 mM. (120 uL)

2. Adicionar un volumen de isopropanol absoluto. (3-4 mL)

3. Agitar suavemente hasta que se forme un precipitado blanco. La precipitacién
terminaré cuando el precipitado flote (DNA).

4. EIDNA flotante se puede recoger con una micropipeta y s¢ pasa a un tubo
Eppendorfde 1.5 mL.

5. Lavar con 200 pL de etanol al 70% frio, centrifugar y descartar el etanol.

6. Una vez seco el DNA, se resuspende en 400 pL de TE 1X

7. Para que el DNA se resuspenda completamente puede dejarse 2 6 3 dias a 4°C o
varias horas en agitacion continua a 65°C.

8. Para obtener la concentracién del DNA leer a 260 nm. Puede leerse toda la muestra

de DNA o hacer una dilucién (1:100 é 1:50).

Para saber la relacién entre el feno! y las proteinas que pudieran estar contaminando ef DNA,
se hace una lectura a 240 nm y a 280 nm, respectivamente. La relacién de los valores de las
lecturas 260/280 y 260/240 deben estar entre 1.7 y 2.0. La primera indica contaminacién con

proteinas y la segunda con fenol.

B. TIPIFICACION DE LOS GENES TAP POR PCR-ARMS™

La tipificacién de los genes TAP se realiza de acuerdo a los protocolos del XII Taller
Intemmacional de Histocompatibilidad. Se emplea la técnica de PCR-ARMS (Amplification
Refractary Mutation System), la cual permite la genotipificacién rapida de cualquier mutacién o
polimorfismo conocido. El método se basa en la observacién de que bajo condiciones adecuadas
un iniciador con un “mismatch” (desapareamiento) en el extremo 3’ no permite la amplificacién

por PCR. Se utilizan 4 iniciadores. Dos de ellos son uno sentido y otro anti-sentido, disefiados de
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tal manera que sus nucledtidos 3° terminales sean complementarios a una de las vanantes del
nuciedtido dimorfico (nucledtido que presenta dos posibilidades) a tipificar, el cual da lugar a la
sustitucién de un aminodcido en la proteina. Ademds se introducen “mismatches™ premeditados
a uno o dos nucleétidos del extremo terminal 3 de cada iniciador para aumentar la especificidad,
de tal forma que no permite la amplificacién por PCR a menos que el nucledtido dimérfico sea
complementario al del iniciador correspondiente. Los otros dos iniciadores, uno sentido y otro
anti-sentido son complementarios a las secuencias flanqueadas que se localizan a distancias
asimétricas a uno y otro lado del nucledtido dimérfico. La amplificacién da como resultado un
producto constante (control interno) simultineamente con uno o dos productos alelo especificos,
dependiendo de si ¢l individuo es homocigoto o heterocigoto.”® En la Figura 6 se esquematiza la

estrategia para la tipificacién.
a) Amplificacién del DNA por PCR-ARMS

Por cada DNA a tipificar se prepara la siguiente mezcla de amplificacion para TAP-1 y
TAP-2:

Cantidad Concentracién final
DNA 3ul 0.1-1 pg
dNTPs 5L 200 pM
Amortiguador 10X 5uL
MgCl; 3ul 1.5 mM
Iniciador 1 100 ng 2 ng/uL
Iniciador 2 100 ng 2 ng/uL
Iniciador 3 100 ng 2 ng/ul
Iniciador 4 100 ng 2 ng/uL
Taq pol. 0.2 uL 1y
H;0 cbp S0pL

49




0s

9661 (€6 ‘9€) W BUIA-ZOpUBWIS ‘(Jf uoudig

€99 opreoullly = ¢G9 UOpPOH
£661 OPROI[ONN

[1 NOXd ¢dV.L _ \\\
——ely e Pl — -
{7 Toperowu] ¢ Joperotu] g J0peroiu] [ lopeioty]
L J
M1 iyt _
ely dqoze

OUI3]UI [onuo)) dq g0v

SN V-YDd 1od gv 1 sauad sof ap ugraeayrdiy: 9 emaiy




Las cantidades de esta mezcla estén calculadas para la amplificacién de una sola muestra.

Los calculos deberan hacerse de acuerdo al nimero de muestras que se van a amplificar. El

volumen de amplificacién es de 50 pL y se utilizaron tubos para PCR (thin wall Robbins
Scientific) de 0.5 mL. '

Las secuencias de los iniciadores utilizados se presentan en el Cuadro 6. El iniciador 1 y 4

de cada mezcla son complementarios a las secuencias flanqueadas que se localizan a distancias

asimétricas del nucledtido dimorfico; mientras que los iniciadores 2 y 3 contienen en el

nucledtido 3’ terminal (scfialado en negritas) a una de las variantes dei nuclestido dimérfico que

se va a tipificar, y el nucleétido subrayado corresponde al "mismatch”.

i.

2.

En los tubos previamente rotulados, se coloca la cantidad calculada de DNA,

Preparar la mezcla para el nimero de muestras a amplificar en un tubo Eppendorf de
1.5 mL. Se recomienda adicionar primero el agua, enseguida el amortiguador, los
nucledtidos trifosfato, el clorure de magnesio, iniciadores, y hasta el final la enzima
Taq polimerasa. Todos los componentes de 1a mezcla deben manejarse en un
baiio de hielo, y la enzima se saca del congelador hasta el momento en que se va

a utilizar.
Homogeneizar perfectamente cuidando de no producir espuma.

Adicionar la cantidad requerida a cada uno de los tubos que contienen el DNA (lo

mas rapido posible).
Agregar una gota de aceite mineral a cada uno de los tubos.
Dar un pulso en la centrifuga para homogeneizar.

Colocar los tubos en el termociclador y correr el programa para la amplificacion de

los genes TAP.
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Se cmpleé un termociclador MJ Research PTC-200 con las siguientes condiciones de
amplificacion:

TAP-1:
95°C Smin

95°C 1min
65°C  Imin 35 ciclos
72°C 2min

72°C 10min

TAP-2:

95°C Smin

95°C 1min

63°C Imin 35 ciclos
72°C 2min

72°C 10min

b} Verificacion de ta amplificacién

Una vez terminada la amplificacion se prepara un gel de agarosa al 2% en TAE 1X
y bromuro de etidio (10 pug/uL) 2.5 pL por cada 50 mL de solucion.

Analizar electroforéticamente 10 uL de la reaccién de amplificacién con 5 pL del
amortiguador de corrimiento LB 5X. Para verificar el tamafio de las bandas
obtenidas se incluye como marcador de peso molecular 3 pL de pBR322 HCI, 7 puL
de aguay 5 ul de LB 5X.

3. Montar las muestras en ¢l gel y correr a 90 V. durante 1 hora, o e! tiempo necesario.

4. Visualizar las bandas en el transiluminador. Las bandas obtenidas corresponden

con los siguientes tamafios en pb:

Combinacién de TAP1 TAP 2
iniciadores 333 637 379 565 665
ly4 533 429 427 400 408
ly3 Ile-241 Asp-307 Val-328 Thr-161 Thr-141
2y4 Val-351 Giy-180 le-158 Ala-298 Ala-326
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Cuadro 6 : Secuencias de los iniciadores utilizados para la tipificacién de TAP
por PCR-ARMS

TAP1 posicién 333

Primer 1. 5°-CCC TGC ACT GAG ATT TGC AGA CCT CTG GAG-3’
Primer 2. 5°-GAT CAG TGT CCC TCA CCA TGG TCA CCC GGA-3’
Primer 3. 5°-GGG CAG AAG GAA AAG CAG AGG CAG GGT CAC-Y
Primer 4. 5°-ACC TGG GAA CAT GGA CCA CAG GGA CAG GGT-3°

TAP1 posicién 637

Primer 1. 5°-CAT CTT CCC AGA ATC TCC CCT ATC CAG CTA-Y
Primer 2. §’-CAT CTT GGC CCT TTG CTC TGC AGA GGT ACA-Y
Primer 3. 5°-ACC CCC TGA CAG CTG GCT CCC AGC CTC CC-3’
Primer 4. 5°-TGG GGA GGC ATC CAA TGG AAC TGG ATT TGG-3¥’

TAP2 posicidn 379

Primer 1 5'-TTG GAG GGC TGC AGA CCG TTC GCA GTT TTG-3'
Primer 2 5’-GAG ACC TGG AAC GCG CCT TGT ACC TGC GCG-¥'
Primer 3 5°-ACA ACC ACT CTG GTA TCT TAC CCT CCT GAT-3’
Primer 4 5'-ACA TAG CTC CCC ACG CTC TCC TGG TAG ATC-3’

TAP2 posicién 565

Primer 1 5-CTC ACA GTA TGA ACA CTG CTA CCT GCA CAG-3’
Primer 2 5°-TGT TCT CCG GTT CTG TGA GGA ACA ACA GTA-Y
Primer 3 5°-ATC ATC TTC GCA GCT CTG CAG CCC ATA AAC-¥
Primer 4 5'-GGA GCA AGC TTA CAATTT GTA GAA GAT ACC-¥

TAP2 posicion 665

Primer 1 5-TTG GGG AAT GGA ATC CGG TGG TGT GAG GGC-3°
Primer 2 5’-CAG TGC TGG TGA TTG CTC ACA GGC TGC AAA-3
Primer 3 5'-CAC CAG GAT CTG GTG GGC GCG CTG AAC TAC-3’
Primer 4 5’-TCA GCC GCT GCT GCA CCA GGC GGG AAT AGA-3’

53



Fotografiar et gel.
6.  Informar los resultados obtenidos.

Una vez que se tienen los datos de todos los individuos, se efectiia la comparacién

estadistica entre los grupos de estudio.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Con los resultados obtenidos de la genotipificacién se calculé:

FA frecuencia antigénica: es la proporcién de sujetos del total, que son portadores de un

determinado antigeno. Esta se calcula en porcentaje.

FA4 = A x 100

n

A=numero de sujetos portadores del antigeno.

n= numero total de individuos.

FG frecuencia génica, la cual se calcula a partic de la FA mediante la férmula de

Haldane, su valor se reporta en nimeros absolutos.
FG =1~ /1~ F4

La comparacién de las frecuencias entre dos poblaciones diferentes se efectud con los
siguientes calculos:

La significancia estadistica de una probable asociacion HLA, es decir que un antigeno se
encuentre significativamente elevado (sugiriendo susceptibilidad asociada a HLA) o
significativamente disminuido (sugiriendo proteccion) en los enfermos comparativamente con los
testigos, se calcula mediante fa prueba de chi cuadrada con correccién de Yates (x*Y) ya que
dicha correccion es necesaria cuando el tamafto de la muestra es pequefio pues es mas estricta y

por lo tanto la significancia estadistica es mds real.
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Se emplea una tabla de 2x2 como se muestra a continuacién:

Con el alelo Sin el alelo Total
No. Pacientes a b atc
No. Testigos € d ctd
Total atc b+d N=a+bt+c+d

(ad - bc — N /2)N

X'y =
(a +b)Xc+dXa+c)b+d)

Esta formula también fue empleada para determinar las diferencias significativas
existentes entre los seris y mestizos

Una vez que se tiene la x%, se busca el valor de la probabilidad (p) en las tablas de
estadistica tomando en cuenta que el nitmero de grados de libertad es N-1. Es decir que si se
comparan dos poblaciones para un antigeno, el grado de libertad es 1.

Alternativamente se puede usar la prueba exacta de Fisher (pf) que es conveniente en los

casos en los que alguno de los valores de la tabla 2x2 sea muy pequefio (en general menor de 5).

e+ b)Y (a + e (b + d)N(c+ d)
- ntalblcld!

B

Una vez que se ha demostrado que un antigeno esté incrementado o disminuido

significativamente en alguno de los padecimientos, se calcula lo siguiente:

RRH Riesgo relativo segin Haldane, el cual es una estimacién de la intensidad de la
asociacién ¢ indica cuantas veces mas riesgo de desarroliar la enfermedad tiene un individuo

portador del antigeno en cuestidn.

C(2a +1)(2d + 1)
To(2b + 1) 2ec+1)

RRH
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FE Fraccion etioldgica, es una medida relativa de cuanto de la asociacién se debe al
marcador en cuestion. Mientras mais se acerca el valor a 1, mas se debe !a enfermedad al
marcador.

RR——IX a
RR a + b

FP fraccion preventiva, es también una medida relativa que indica cuanto de la proteccién
se debe al marcador, en los casos en los que sc encuentra un antigeno significativamente

disminuido en la enfermedad.

(1- RR Yhp a
FP= h =
RR(1-hp)+ hp P = a+h

FH frecuencia haplotipica, se calcula directamente, y es la proporcién del total de sujetos

que presentan determinado haplotipo,

FH = P00

n

Hx=numero de ocurrencia del haplotipo x
n=numero total de haplotipos.

Formulas obtenidas de: “Métodos para el analisis estadistico del HLA’*.

D desequilibrio de enlace, indica que existe una asociacién preferencial entre alelos de
diferentes loci. En condiciones de equilibrio genético, un alelo debe tener la misma probabilidad
de encontrarse en combinacién con cualquier otro alelo de uno o varios loci en el mismo

individuo, pero en ¢l sisterna HLA existen asociaciones o desequilibrios preferenciales.

D - {_d___\/(b+d)(c+d)
n n H
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Siendo "n" igual al nimero de individuos que se analizan, y a, b, ¢ y d, el nimero de

individuos observados en los siguientes casos:

Fenotipos
Alelo A Alelo B
+ + a
+ - b
- + c
- - d

Formutas tomadas de P.L. Mattiuz, D. Thde, y col.**,
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VIIL.RESULTADOS

Y

Los resultados obtenidos en este trabajo se distribuyeron de la siguiente forma:

En el Cuadro 7, se muestran las frecuencias obtenidas en el grupo de poblacién general
mestizz, que sirvieron de base para comparar con las frecuencias obtenidas en cada uno de los
demas grupos incluidos. El alelo mas frecuente en mestizos para el tocus TAP1 es el TAP1A
(66.12%), mientras que ¢l alelo TAPIC estd ausente. Algo muy interesante es la presencia de
TAPID ya que se describid muy recientemente en otros grupos en frecuencias muy bajas y
anteriormente sélo se habia descrito matematicamente. Para TAP2 ¢l alelo que se encuentra con
mayor frecuencia es TAP2A (53.2 %) seguido de el alelo TAP2B (31.75%). Estan ausentes los
alelos TAP2F y TAP2G y los demas estdn presentes en frecuencias menores del 5%.

En el mismo cuadro se compararon las frecuencias de los mestizos con las de los indios
seris. Las diferencias que se observan entre estas dos poblaciones son el alelo TAPIB que se
encuentra con una mayoer frecuencia en los seris (29.27%) con respecto a los mestizos(5.91%)
(pf=0.006), mientras que TAPID no existe en los seris y en mestizos tiene una frecuencia
(5.91%) (pc=0.002). Otra diferencia es el ligero incremento en los seris de TAP 1A (pe=0.023).
En cuanto al locus TAP2 el alelo TAP2A estd muy significativamente incrementade en los
mestizos (53.18%) con respecto a los seris (39.02%) con una pc=0.000003. Otra diferencia
significativa radica en el alelo TAP2D que se halla incrementado en los seris (8.54% vs 0.69%
pf= 0.04). Estos datos se esquematizan claramente en la Grafica 1 y en la Grafica 2, en las que se
comparan las frecuencias de los alelos de TAP en las dos poblaciones y se indican los alelos gue
resultaron  significativamente  diferentes. Se armaron los haplotipos HLA
DRB1*DQA1*DQB1*TAP1*TAP2* de los mestizos los cuales se muestran en e} Cuadro 8, para
lo cual se utilizaron los datos obtenidos de la tipificacion de clase II previamente realizada por
Carmen Alaez en el laboratorio de Biologia Molecular del mismo Departamento de
Inmunogenética. En este cuadro se observa claramente que los alelos TAP aumentan el nitmero

de haplotipos en la poblacién de 17 hasta 24. Este se compard con los haplotipos obtenidos de 41
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seris pertenecientes a 23 familias. Estos se esquematizan en el Cuadro 9, en donde de 5
haplotipos iniciales, al introducir la informacién obtenida de TAP, estos aumentan a |7. En el
Cuadro 10 se analizan que haplotipos comparten los mestizos y los seris. Sélo hay 1 diferencia
significativa en su distribucién, expresada en el haplotipp DRB1*0701-DQA1*0201-
DQB1*0201-TAP*1A-TAP*2A el cual esti en el limite de la significancia.

En el Cuadro 11 se muestra el anélisis por aminoacidos entre seris y mestizos.

Del Cuadro 12 al Cuadro 15 se presenta la distribucién de los alelos TAP en las
enfermedades autoinmunes incluidas en el estudio: DMDI, AR, FR, VKH, cuyas frecuencias se
comparan con el grupo de sujetos sanos que corresponden a la poblacion mestiza. No se¢ encontrd
ninguna desviacién significativa en la distribucién alélica de las enfermedades con respecto a los
sanos, excepto en DMDI en donde el alelo TAPID estd ausente y en los sanos tiene una
frecuencia del 5.9% (p=0.014), y en CR, donde est4 disminuido el alelo TAPIB, diferencia que
se vuelve no significativa al corregir el valor de p.

En las grificas 3 y 4, se esquematizan los datos y se observa que para el caso de TAPI,
los alelos mas frecuentes son el alelo 1A para todas los grupos de estudio, incluyendo a los sanos;
y en el caso de TAP2, los alelos mas frecuentes son el 2A y 2B en menor proporcion.

Del Cuadro 16 al Cuadro 19, se presenta el andlisis por aminoacidos para cada una de ias
enfermedades. En el Cuadro 16, observamos que hay un incremento de hemocigotos para
treonina en la posicién 665 de TAP2 en la DMDIL

El analisis por amino4cidos para artritis, no muestra ninguna diferencia significativa, sin
embargo para la cardiopatia reumdtica (Cuadro 18), existe un incremento significativo para el
caso de la glicina en la posicién 637 de TAP1, pues ningun paciente con cardiopatia reumatica
presenta este aminoacido en dicha posicién teniendo un valor de significancia p=0.02 la cual se
pierde al corregir cl valor de p, al multiplicar por €l niimero combinaciones posibles. Finalmente,
no se observd ninguna diferencia para el sindrome de VKH. En el Cuadre 20 se resumen los
hallazgos encontrados para TAP en mexicanos. En el Cuadro 21 se presenta el andlisis de
estratificacion de la Thr/665 en presencia y ausencia de] DRB1*0405 y del DQB1*0302, en el
Cuadro 22 se presenta el cilculo del desequilibrio de entace entre estos mismos alelos, ¥
finalmente en el Cuadro 23 se presentan las frecuencias haplotipicas de Thi/665-DRB1*0405 y
de Thr/665-DQB1*0302.
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Cuadro 8: Frecuencias haplotipicas de clase II en mestizos

DRBI1* DQAl1* DQB1* TAP1 TAP2 N=18 FH (%) FP (%)
0407 03011 0302 1A 2A 2 556 11.11
0407 03011 0302 1A 2B 1 278 556
0802 0401 0402 1A 2A 5 1389 27.78
0802 0401 0402 1A 2B 1 278 556
0802 0401 0402 1A 2C 1 278 556
1402 0501 0301 1A 2A 1 278 556
1402 0501 0301 1A 2B 1 278 556
>1t 0102 0502 1A 2B 1 278 556
51101 0501 0301 1A 2A 2 556 11.11
~0101 0101/4 0501 1A 2B 1 278 5.6
50102 0101/4 0501 1A 2B 1 278 556
>0102 0101/4 0501 1B 2A 1 278 556
>0102 0101/4 0501 1A 2A 1 278 556
>0411 03011 0302 1A 2A 2 556 11.11
50701 0201 0201 1A 2A 4 1111 2222
50405 03011 0302 1A 2A 1 278 556
>03011 0501 0201 1A 2A 1 278 556
>1501 0102 0602 1A 2A 2 556  11.11
>1406 0501 0301 1A 2C 1 278 556
>1406 0501 0301 1A 2D 1 278 556
>1601 0102 0502 1A 2A 1 278 556
50901 03011 0201 1A 2A 1 278 556
51602 0501 0301 1B 2A 1 278 556
>0404 03011 0302 1A 2A 2 556 11.11

>Ausentes en Seris; FH= Frecuencia Haplotipica; FP= Frecuencia en la poblacion
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Cuadro 11: Analisis por amino4cidos entre seris y mestizos

Seris Mestizos Xir2y P

333 n=97 % n=87 %

ILE 49 50.52 54 62.07 297 NS

VAL 4 412 2 2.30 0.07 NS
VAL/ILE 44 45.36 31 35.63 141 NS

ILE 142 73.20 139 79.89 2.65 NS

VAL 52 26.80 35 20.11 1.91 NS

637 99 88

ASP 50 50.51 52 59.09 1.75 NS

GLY 4 4.04 8 9.09 2.90 NS
ASP/GLY 45 45.45 28 31.82 3.08 NS

ASP 145 73.23 132 75.00 0.25 NS

GLY 53 28.77 44 25.00 0.07 NS

379 98 85

VAL 77 78.57 62 72.94 0.51 NS

ILE 2 2.04 3 3.53 1.14 NS
VAUILE 19 19.39 20 23.53 0.74 NS

VAL 173 88.27 144 84.71 0.71 NS

ILE 23 114.73 26 15.29 1.32 NS

565 99 88

ALA 85 85.86 76 86.36 0.09 NS

THR 1 1.01 0 0.00 0.003 NS
ALA/THR 13 13.13 12 13.64 0.4 NS

ALA 183 92.42 164 93.18 0.23 NS

THR 15 7.65 12 6.90 0.007 NS

665 98 87

ALA 25 25.51 13 14.94 2.53

THR 29 29.59 a7 42.53 3.94 0.05
ALAITHR 44 44.90 35 40.23 0.24

ALA 94 47.96 63 36.21 4,74 0.03

THR 102 52.04 111 63.79 570 0.02
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Cuadro 16: Anilisis por amino4cidos en diabetes tipo I

333
ILE
VAL
VALALE

ILE
VAL

637

ASP

GLY
ASPIGLY

ASP
GLY

379
VAL
ILE
VAUILE

VAL
iLE

565
ALA
THR

ALATHR

ALA
THR

665
ALA
THR

ALA/THR

ALA
THR

XY

Diabetes Sanos p RRH FE FpP
66 % 87 %

46 69.70 54 62.07 065 NS

4 6.06 2 230 0.58 NS

16 2424 3 35.63 285 NS

108 8182 139 79.89 0.07 NS

24 18148 35 2011 0.32 NS

€6 88

48 7273 52 5909 251 NS

4 6.06 8 9.09 0.99 NS

14 2121 28 3182 270 NS

110 8333 132 7500 263 NS

22 1667 44 25.00 3.62 NS

66 85

53 8030 62 7294 074 NS

1 1.52 3 3.53 1.62 NS

12 1818 20 23.53 0499 NS

118 89.39 144 84.T1 1.04 NS

14 1061 26 1529 1.85 NS

€6 88

63 9545 76 86.36 2.58

] 0.00 0 0.00

3 4.55 12 1364 465 00310 03373 0.08
129 97.73 164 9318 245

3 2.27 12 6.90 441 0.0356 0.3557 0.03
66 87

4 6.06 13 1494 396 00465 0.3973 0.08
44 6667 37 4253 783 0.0051 26634 041

18 27.27 35 4023 338

26 1970 63 36.21 10.73 0.0011 0.4389 02
106 8030 111 6379 9.13 0.0025 22888 045

RR=riesgo relativo, FE=fraccion etioldgica, FP=fraccién preventiva
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Cuadro 17: Andlisis por amineécidos en artritis

Artritis Sanos x2Y P
333 47 a7
ILE 33 70.21 54 62.07 0.56 NS
VAL (t] 0.00 2 2.30 3.21 NS
VALALE 14 29.79 31 35.63 0.76 NS
ILE 80 85.11 139 79.89 0.79 NS
VAL 14 14.89 35 20.11 1.49 NS
637 47 88
ASP 28 59.57 52 59.09 0.01 NS
GLY 1 2.13 8 9.09 363 NS
ASPIGLY 18 38.30 28 31.82 0.32 NS
ASP 74 78.72 132 75.00 0.28 NS
GLY 20 21.28 44 25.00 0.69 NS
379 47 85
VAL 37 78.72 62 7294 0.27 NS
ILE 2 4.26 3 3.53 0.07 NS
VALALE 8 17.02 20 23.53 1.20 NS
VAL 82 B87.23 144 84.71 0.14 NS
ILE 12 12.77 26 15.29 0.55 NS
565 47 88
ALA 43 91.49 76 86.36 0.35 NS
THR 0 0.00 0 0.00 NS
ALA/THR 4 8.51 12 13.64 1.33 NS
ALA an 95.74 464 93.18 0.33 NS
THR 4 4.35 12 6.90 1.25 NS
665 46 . 87
ALA 8 17.39 13 14.94 0.01 NS
THR 17 36.96 37 42.53 0.65 NS
ALA/THR 21 45.65 35 40,23 0.17 NS
ALA 37 40.22 63 36.21 0.25 NS
THR 85 59.78 111 63.79 0.60 NS

RR=riesgo relativo, FE=fraccién etiolégica, FP=fraccidn preventiva
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Cuadro 18: Andlisis por aminoacidos en cardiopatia renmitica

333
ILE
VAL
VALILE

ILE
VAL

319

VAL

ILE
VALANLE

VAL
ILE

965
ALA
THR

ALATHR

ALA
THR

665
ALA
THR

ALAITHR

ALA
THR

FIEBRE Sanos %Y P
REUMATICA
37 87
24 64.86 54 62.07 0.00 NS
0 0.00 2 2.30 292 NS
13 35.14 3 35.63 0.06 NS
61 82.43 139 79.89 0.08 NS
13 17.57 35 20.11 0.40 NS
a7 88
20 54.05 52 59.09 0.51 NS
0 0.00 8 9.09 527 00217
17 45.95 28 31.82 168 NS
57 77.03 132 75.00 0.03 NS
17 22.97 44 25,00 0.25 NS
36 a5
29 80.56 62 72.94 0.43 NS
2 5.56 3 3.53 0.00 NS
5 13.89 20 23.53 2.08 NS
63 87.50 144 84.71 0.13 NS
9 12.50 26 15.29 0.58 NS
ar 88
35 94.59 76 86.36 1.04 NS
0 0.00 0 0.00 NS
2 5.41 12 13.64 2.69 NS
72 97.30 164 93.18 098 NS
2 3.13 12 6.90 253 NS
32 87
5 15.63 13 14.94 0.03 NS
13 40.63 a7 42.53 0.15 NS
14 43.75 a5 40.23 0.01 NS
24 37.50 63 36.21 0.00 NS
40 62.50 111 63.79 0.11 NS

RR=riesgo relativo, FE=fraccion etiologica, FP=fraccién preventiva
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Cuadro 19: Analisis por amino4cidos en VKH

333
ILE
VAL
VAL/LE

ILE
VAL

637

ASP

GLY
ASPIGLY

ASP
GLY

379
VAL
ILE
VAL/ALE

VAL
ILE

565
ALA
THR

ALA/THR

ALA
THR

665
ALA
THR

ALA/THR

ALA
THR

VKH Controles x2Y P

43 87

24 55.81 54 62.07 0.76 NS
2 4.65 2 2.30 0.03 NS
17 39.53 3 35.63 0.05 NS
65 75.58 138 79.89 0.91 NS
21 24.42 35 20.11 0.40 NS
43 88

23 53.49 52 59.09 .63 NS
2 4.65 8 9.09 1.55 NS
18 41.86 28 31.82 0.87 NS
64 74.42 132 75.00 0.06 NS
22 25.58 44 25.00 0.00 NS
42 85

30 7143 62 7294 0.15 NS
0 0.00 3 3.53 3.43 NS
12 28.57 20 23.53 0.15 NS
72 85.71 144 84.71 0.00 NS
12 14.29 26 15.29 0.15 NS
42 88

33 78.57 76 86.36 1.91 NS
0 0.00 0 0.00 NS
5 11.90 12 13.64 0.30 NS
79 94.05 164 93.18 0.00 NS
5 6.10 12 690 0.28 NS
41 87

7 17.07 13 14.94 0.00 NS
20 48.78 37 42.53 0.22 NS
14 3445 35 40.23 073 NS
28 34.15 83 36.21 0.21 NS
54 65.85 111 63.79 0.03 NS

RR=riesgo relativo, FE=fraccidn etioldgica, FP=fraccitn preventiva
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Cuadro 21:Analisis para la presencia de Thr/665/TAP2 en DMDI y sanos,
excluyendo al DRB1*0405 y al DQB1*0302

DMDI Sanos
665 66 % 87 % x¥Y RRH p
ALA 4 6.06 13 1494 396 039 005
THR 44 66.67 37 4253 7.83 266. 0.005
ALA/THR i8 27.27 35 40.23 3.38 . ’
sin sin
DRB1*0405 DRB1*0405
665 51 % 84 %
ALA 3 6 13 15.5 3.78 NS
THR 33 65 35 415 584 252 0.015
ALATHR 15 29 36 43 3.04 NS
sin sin
DQB1*0302 DQB1*0302
665 15 % 66 % x°Y p
ALA 1 6.5 10 15 1.64 NS
THR 8 53.5 27 41 0.34 NS
ALA/THR 6 40 29 44 032 NS
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Cuadro 22: Cilculo del desequilibrio de enlace entre Tre665 y DRB1*0405 y

DQB1*0302
RB1+*0405 DOB1*0302
Elementos de la formula Sanos Diabetes tipo I Sanos Diabetes tipo I
a 2 2 10 4
b 59 84 43 55
¢ 0 4 3 7
d 22 32 13 9
o 83 132 69 112
p NS NS NS NS
Athr665/ 0.0062 0.002 0.00024 -0.002

Para asignaci6n de a, b, ¢, y d, revisar VIL4(p58)

Cuadro 23: Comparacién de las frecuencias haplotipicas de Thr/665-
DRB1*0405 y Thr/665-DQB1*0302 en DMDI y sanos

FH
HAPLOTIPO DMDI (%)  Sanos(%) X2y p
Thr665/DRB1 *0405 9 2.4 27197  0.09
Thr665/DQB1 *0302 36.5 14.5 9.2539  0.002

NI TESIS HB GHE
U3 B LA BisUBNEGD
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IX. DISCUSION

La genotipificacién de TAP es un drea novedosa que data de apenas algunos aflos y se han
descrito varias técnicas moleculares para su analisis®®. Entre ellas estan la PCR-SSO en la cual
después de efectuar una amplificacién de l1a regién transmembranal y citoplismica, donde se
localiza el polimorfismo de cada locus, el producto de PCR se siembra en una membrana de
nylon cargada positivamente, que se enfrenta a seis oligonucledtidos secuencia especificos (850)
para la determinacidn de los alelos de TAP2 y cuatro SSO para la caracterizacion de los alelos de
TAP1 (544, S41), El método es muy laborioso y consume mucho tiempo debido a que se
requieren lavados multiples de las membranas, las temperaturas de incubacién son variadas y el
niimero de sondas e iniciadores a utilizar es mayor “***. Otro método que se emplea es la PCR-
RFLP * (amplificacién y tipificacién mediante el uso de polimorfismos de restriccién de
longitud variable), en donde para TAP1, se amplifica una region que comprenda a la posicién 333
y en otra reaccién se amplifica a la 637. Cada uno de los productos de amplificacion se someten a
restriccién enzimatica, empleando dos enzimas para la posicion 333 y otras 2 para la 637, lo que
permite reconocer a cada une de los alelos. En el caso de TAP2 se efectiia una sola amplificacién
que comprenda la posicién 379 y a la 565. Este producto se somete a restriccion con 4 diferentes
enzimas, en otra reaccién se amplifica la regidn 665 y 687 cuyo producto se digiere
scparadamente con 4 enzimas diferentes para conocer las respectivas variantes. Esta técnica es
costosa y consume mucho tiempo por la gran cantidad de enzimas que se requieren. PCR-
ARMS, es la técnica mas ventajosa porque permite la genotipificacién ripida del
micropolimorfismo de TAP, ya que bastan dos amplificaciones para TAP1 y tres para TAP2, para
conocer inmediatamente los alelos de un individuo. No obstante tiene algunas desventajas, ya
que en individuos heterocigotos no permite asignar los alelos, pues si un individuo tiene valfile en
la posicidén 333, y en la posicion 637 asp/gly, no se puede saber si la val va con el asp y la ile con
la gly. El individuo pedria set TAP 1C/1D o bien, si la ile esta en el mismo cromosoma con el
asp y la val con la gly, se trataria de un individuo TAP1A/1B. Asignaciones de esta naturaleza

quedaron excluidos del andlisis por alelos, para evitar interpretaciones erréneas. En algunos
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trabajos han asignado los alelos, basandose en los que son més frecuentes en su poblacion, lo que
de todos modos no da més que una aproximacién y de ninguna mancra una tipificacién certera.
Siguiendo con el ¢jemplo planteado, un individuo ambiguo TAP 1A/1B o 1C/1D seria TAP
1A/1B puesto que estos son los alelos que se encontraron como més frecuentes en la poblacién
estudiada, y los alelos TAP 1C/1D son muy poco frecuentes, sin embargo es preferible no
hacerlo, ya que aunque después del estudio, conocemos cuales son los alelos mas frecuentes, esto
no asegura que los individuos heterocigotos sean portadores precisamente de esos alelos. Lo mas
objetivo es tratar de desarrollar alguna estrategia que permita la asignacion alélica correcta. Para
estudios futuros estamos disefiando efectuar una PCR larga para los individuos heterocigotos a
mis de dos posiciones polimérficas de TAP, en la cual se amplifique un fragmento que incluya
ambas posicicnes dimérficas utilizando los iniciadores cuyos extremos 3" son complementarios a
las variantes de la posicién dimérfica. En el mismo ejemplo, se usaria el iniciador 2 de la

posicién 333 en combinacidn con el iniciador 3 de la posicién 637, como se muestra a

continuacién:

— -—

I INTRON ? |

333 637

En este caso sdlo se observa amplificacién cuando el individuo sea 1D en alguno de sus
cromosomas por lo que entonces este individuo heterocigoto indefinido finalmente es 1C/1D.
Debe incluirse dos tipos de controles: uno, en cada amplificacién a un individue 1D que funcione
como control externo de amplificacién, y dos: algin control interno, como ¢! producido por los
iniciadores C3 y C5% complementarios a una regién constante del DRBI, que da lugar a un
producto de amplificacidn de 796 pb que incluye parte del tercer intrdn, y parte del cuarto exdn.

Se estan efectuado ya los ensayos para aplicar esta metodologia, pero aln no se consigue
amplificar este fragmento cuyo tamafio desconocemos, ya que como se muesira en el diagrama,
entre ambas posiciones se encuentra un intrén. Como las secuencias conocidas para TAP son a
partir de cDNA, se tendra que secuenciar para definir con precision el tamafio de los fragmentos.

Con respecto a los resultados obtenidos en el anilisis entre seris y mestizos, éste permite

conocer los origenes y diversidad en estas dos poblaciones, y las variantes prevalentes y ausentes
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en cada uno de los grupos. En cl caso de TAPI, el alelo TAPID esta ausente en los seris, y como
es extrema&amente raro en otras poblaciones®®*, podemos decir que no corresponde a una
contribucion seri a los mestizos, sino posiblemente a introduccién del gen por parte de otro grupo

" indigena, o tal vez de negros, para esto es importante estudiar otras poblaciones para poder
proponer un origen probable de la presencia de este alelo en mestizos. En cuznto a la
distribucién de frecuencias de los alelos compartidos entre seris y mestizos, es importante
mencionar la diferencia en la prevalencia de variantes diferentes en unos y otros, lo que se
explica porque los seris son un grupo cerrado que no admite la mezcla con otras tribus, y por lo
tanto su polimorfismo genético queda limitado a la presencia de ciertos alelos, mientras que en
los mestizos, se haya mayor diversidad. Se comprobé que TAP aumenta la diversidad pues el
nimere de haplotipos presentes en los seris, es sélo de 3, al incluir los datos obtenidos de TAP
se incrementaron a 17, siendo todos ellos de origen amerindio, excepto ¢l haplotipo que
acompaiia al DRB1*0701 y al DRB1*11 que son de contribucién mestiza®. Los mestizos, como
ya se mencioné tienen una diversidad mayor, pues existen 24 posibles haplotipos los cuales
tienen diversos origenes; DRB1: *0407, *0802, *1402, *0411, son de origen amerindio, mientras
que DRB1*1101, 03011, son de origen caucasoide; el DRB1*0701 es mediterraneo-negroide, ¢l
*0901 proviene de negros, y el *1501 y €l *0404 son de contribucién mediterranea *%; otra vez se
observa que al incorporar al haplotipo el polimorfismo de TAP, el niimero de combinaciones
resultantes se incrementa. Por otro lado, los haplotipos compartidos entre seris y mestizos, son
de contribucién mestiza, indicando que si hay cierto grado de mezcla de los indigenas con
poblaciones aledaiias, sin embargo su frecuencia es mucho mayor, en los mestizos, como era de
esperarse, pues el grado de mezcla es indudablemente mayor en ellos. El andlisis por
aminoécidos en los seris mostrd una disminucién de Thr/665/TAP2, misma que se discutird mas
adelante en cuanto a su posible implicacion en diabetes tipo L.

Dado el papel tan importante que juega el MHC como inductor y regulador de la
respuesta inmunoldgica, es necesario estudiar los posibles mecanismos en los que su
polimorfismo se puede relacionar con el desarrolle de una determinada patologia. El
polimorfisme de algunos loci del MHC se ha explorado exhaustivamente en un gran nimero de
distintas enfermedades, sin ¢mbargo las mis estudiadas y donde se ha encontrado un mayor
niimero de asociaciones son en aquelias de origen autoinmune, que han sido muy interesantes, ya

que se¢ dan por una alteracion de la respuesta inmunoldgica que ahora se dirige hacia el propio
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individuo, hay presentacién de péptidos propios que son reconocidos en el contexto de las
moléculas HLA por el receptor del linfocito T. Debido a esto, hay muchos factores que pueden
estar involucrados, y aqui nos interesa la participacién que pueda tener TAP, ya que debido a su
funcidn en la seleccidn de péptidos que seran transportados al interior del reticulo endepldsmico
para su asociacidn con las méleculas MHC, el presentar determinado alelo en TAP o
determinadas caracteristicas en la molécula podria favorecer la seleccién de péptidos con
caracteristicas potenciales para generar una respuesta autoinmune. Se han descrito asociaciones
de TAP en algunas enfermedades como esclerosis multiple, enfermedad ccliaca, artritis
reumnatoide, lupus, diabetes tipo I, miastenia gravis, etc. en las cuales previamente se han
confimmado asociaciones con otros alelos de clase II, que sugieren que dichos alelos de
susceptibilidad de cada molécula pueden actuar simultineamente potencializando el desarrollo de
la enfermedad.

Este es el primer estudio realizado en México de la participacion de TAP en
susceptibilidad a algunas enfermedades, y que se estudia la implicacion de TAP en cardiopatia
reumitica y sindrome de VKH, sin embargo ya se ha confirmado asociacién de estas con clase 11
en mexicanos, pues en €l caso de cardiopatia reumdtica se encontrd una asociacién con el
DRB1*0403%, y el DR1 y DR4 estin asociados con VKH .

No se observaron diferencias significativas en la distribucién de las frecuencias génicas de
TAP en artritis ni VKH, hay una disminucién significativa del alelo TAP1B (p=0.03) en la
cardiopatia rewmética, sin embargo al corregir el valor de p multiplicando por cuatro que
corresponde al nimero de alelos, la diferencia ya no es significativa (pc=0.12). Es importante
mencionar que ¢s la primera informacién que se obtiene en CR y serd de gran importancia
explorar TAPs en otras poblaciones y con mayor nimero de casos, pues al haber indicios de
asociacién hay que considerar que esta enfermedad es la consecuencia de una infeccion
persistente y mal manejada de Streptococcus pyognes grupo A y que hay evidencias claras de
reactividad cruzada entre componentes del musculo cardiaco y la bacteria. Es entonces probable
que algin polimorfismo de TAP particular tenga especial preferencia para transportar péptidos
que puedan ser reconccidos preferencialmente por los TCR de las células Thi, facilitando el
proceso autoinmune.

En el caso de la Diabetes Mellitus Dependiente de Insulina, el alelo TAP1D se encuentra

disminuido significativamente en los pacientes (pc=0.01), por lo que podria proponerse como un
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alelo de proteccién, sin embargo no seria un factor determinante ni muy importante, ya que su
frecuencia en la poblacién sana es muy baja, por lo que no podemos darle una importante
implicacién en la proteccion, ya que existe un gran nimero de individuos sanos que no presentan
este alelo, es interesante mencionar que este es un alelo que solo ha sido observado en pocas
poblaciones y en muy baja frecuencia; en cuanto a TAP2, se observan diferencias en la
distribucion de los alelos TAP2A, 2B y 2H, sin embargo, dejan de ser significativas al corregir el
valor de p.

En el anilisis por aminoicidos no existe ninguna diferencia en la distribucién de
frecuencias de cada aminoécido entre sanos y artritis, y tampoco con VKH, hay una disminucién
de individuos homocigotos para glicina en la posicién 637 de TAP1 (p=0.02) en CR, la cual
desaparece al corregir el valor de p. En DMDI se observé un incrémento de homocigotos para la
treonina en la posicidén 665 de TAP2 (p=0.005) y esto mismo ha sido descrito en noruegos,
finlandeses, caucdsicos, espaiioles y japoneses, como se menciond en la introduccién. Para saber
si esta asociacién es independiente al DRB1*0405 el alelo diabetogénico de clase I en
mexicanos, y al DQB1*0302 el alelo de susceptibilidad en caucasicos, se efectud un analisis de
estratificacién, en €l se excluyé a los pacientes y a los sanos que presenten el DRB1*0405 y el
incremento de Thr permanecid significativo en DMDI (p=0.015). Este mismo estudio se llevd a
cabo con el DQB1*0302, sélo que ya no hubo diferencias entre ambos grupos. De este analisis
se puede sugerir que la asociacion observada con la treonina en la DMDI, ¢s independiente a la
presencia de DRBI1*0405 puesto que la significancia permanece después de excluir al
DRB1*0405. Esto es interesante, ya que las asociaciones que se han observado entre la Thr/665
y DMDI corresponden a un efecto debido al desequilibrio de enlace existente entre la Thr/665 y
¢l alelo de susceptibilidad, por esta razén se efectud también el calculo de desequilibrio de enlace
entre el DRB1*0405 y la Thr/665 y se demostré que no hay desequilibrio de enlace entre estos
dos alelos, ya que el valor obtenido al aplicar la fdrmula, es muy pequefio, y se acerca a cero.
Ademis el valor de la p no fue significativo, por lo que no parece deberse la asociacién del
aminoécido al desequilibrio de enlace entre estos dos loci. En cuanto at DQB1*0302, TAP esta
mas ligado a este locus, puesto que al eliminar a los individuos DQB1*0302 del estudio,
desaparecen las diferencias de TAP entre ambos grupos, por lo que TAP se halla muy ligado con
el DQ, que no es nada extrafio, si se considera que estos loci se encuentran muy cerca uno del

“otro y que es muy probable que se segreguen juntos. No obstante debido a que el valor de
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desequilibrio de enlace entre los dos alelos es considerablemente bajo, y mas aln negativo,
significa probablemente quc el DQB1*0302 se segrega independientemente pues.la p no es
significativa. Este dato es contradictorio con los resultados que se esperarian después de efectuar
el analisis de estratificacién del DQB1*0302, en el que el incremento de treonina desaparecié con
la eliminacién del DQB1*0302. En cambio en mexicanos es mas fuerte la contribucién del
DRBI1*0405 en la diabetes, que la de]l DQB1*0302, debido a que todos los haplotipos DR4 estén
ligados al DQB1*0302, sin importar el subtipo del DR4, pero en sanos la frecuencia del
DRB1*0405 es apenas 3.5%¢. Se sugiere entonces que la segregacion de tre/665 y DRB1*0405
s complctamente independiente, por lo que la contribucién de TAP y DRBI al desarrollo de la
enfermedad es independiente, y TAP confiere una susceptibilidad adicional. En el Cuadre 23 se
analizan las frecuencias haplotipicas de Thr/665-DRB1*0405 y en DMDI y sanos, hay un
incremento de ambos haplotipos en DMDI sin embargo, el dnico significativo es el
correspondiente a Thr/665-DQB1*0302, probablemente porque el locus DQ estd mds cerca de
TAP que DR. Se ha demostrado previamente que varios loci de la regién HLA se encuentran en
desequilibrio de enlace, y que aunque los marcadores DQ y DP estan localizados flangqueando a
los genes TAP y exiben un marcado desequilibrio entre ellos, este es despreciable con los genes
TAP, para explicar esta observaci6n, s¢ ha propuesto un sitio de recombinacion entre TAP1 y
TAP2. Otros estudios han sugerido que TAP1 tampoco se encuentra en desequilibrio de enlace
con TAP2 ni con ¢! DRB1 y DQB1, Sin embargo existe un fuerte desequilibrio de enlace entre
las posiciones dimérficas para un mismo locus de TAP, por ejemplo en TAP1 la val en posicion
333 muestra un marcado desequilibrio de enlace con la gly de la posicidén 637 de este mismo

locus™

. Los productos de TAP involucrados en procesamiento antigenico de clase I, podrian
participar en el desarrollo de una enfermedad inmune en la cual se encuentra implicada
principalmente la presentacion mediada por clase I1°°.

Retomando el analisis por aminoacidos de los seris, la disminucién de Thr/665 en ellos es
muy interesante (29 vs 42%) Aqui se postula una asociacién de Thr/665 con la expresion de
DMDY, en donde probablemente la Thr en la posicién 665 de TAP2 podria favorecer cierta
conformacién en la proteina que altere su especificidad y favorezca 1a seleccidn de algin péptido
diabetogénico que intervenga en el desarrollo de la enfermedad. Lo interesante es que los seris al

no presentar DMDI apoyan la propuesta de la participacién de la thr/665 con la enfermedad. En

base a estos resultados seria interesante efectuar ensayos de transporte de péptidos, y ver que
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caracteristicas presentan los péptidos que son transportados pot las moléculas TAP que
contengan Thr/665, para tratar de dislumbrar como se da la induccién de la autoinmunidad que
lleva a la destrucei6n de las células beta de los islotes del pancreas en base a las caracteristicas
del péptido y su complementaridad con las secuencias de las moléculas transportadoras.

Este trabajo es de gran importancia, pues permitié conocer el perfil genético de los genes
TAP en la poblacién general mexicana que servirn como sistema de comparacién para trabajos
postetiores de este sistema tan importante en fisiologia y probablemente en patologia.

Como se mencioné previamente, es bien sabido que la expresién de TAP en distintos
tipos de cancer estd disminuida, como también la expresién de moléculas de clase I, proceso
mediante el cual las células malignas evaden a la respuesta inmunolégica, ya que los lifocitos T
citotéxicos son incapaces de destruir a la célula tumoral pues no ve en ningun momento péptidos
derivados del tumor asociados a moléculas clase I para poder activarse. En estudios realizados
con tratamiento con interferén y se ha observado que se recupera la expresién tanto de TAP como
de clase 1y por lo tanto el reconocimiento por parte del linfocito T, esto se realizé en lineas
celulares, pero en algunas lineas no era suficiente el tratamiento con interferén, las cuales se
analizaron y se detectaron miiltiples mutaciones en los genes TAP que impedian su expresién,
probablemente debidas a que durante la transformacién maligna ocurren diversas mutaciones que
daflan diversos genes incluso a TAP, y esta expresidn se recuperd, al introducir los genes
normales para TAP, lo que es muy alentador y estimulante para efectuar ensayos utilizando un
modelo animal, en el que podamos verificar si efectivamente hay una participacién importante de
TAP en favorecer la respuesta inmunolégica en contra del desarrollo tumoral. Seria un trabajo
interesante del cual podrian sacarse conclusiones que tal vez permitirian proponer a los genes
TAP como un modelo de terapia génica en algunos tipos de céncer o en las enfermedades
autoinmunes en las que TAF contribuye en la proteccién.

El procesamiento antigénico es un amplio campo de estudio que deberia explorarse
mucho més para conocer los mecanismos inmunolégicos que contribuyen al desencadenamiento

de la autoinmunidad.
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X. CONCLUSIONES

10.

11.

12,

Es el primer trabajo realizado que demuestra la distribucién de las frecuencias génicas de
TAP1 y TAP2 en México, se incluyeron 2 poblaciones: mestizos y ¢l grupo indigena de los
seris.

Los alelos més prevalentes en poblacién mestiza son: TAP1A 88.52 %, TAP2A 78.00%,
TAP2B 53.42%, los aletos TAP1C, 2F y 2G estén ausentes en este grupo.

Los alelos mas frecuentes en seris son: TAPLA 96%, TAPIB 50%, TAP2ZA 67%, TAPZB
70%, ausentes los alelos TAP 1C, 1D y TAP 2E, 2F, y 2H

Al incluir los alelos de TAP dentro de los haplotipos de clase II, se incrementa la diversidad,
de 17 a 24 posibles haplotipos en el caso de los mestizos, y de 5 a 17 en el caso de los seris.
Es el primer estudio de la implicacién de TAP en cardiopatia reumdtica y en sindrome de
VKH.

No se observé ninguna diferencia significativa en la distribucién de las frecuencias génicas de
TAP en artritis, fiebre reumitica, ni sindrome de VKH con respecto a los controles.

En el caso de la DMDI se encuentra ausente el alelo TAP 1D dando una diferencia
significativa {p=0.003) con respecto a los controles, lo que le confiere un ligero efecto
protector.

El anlisis por aminoé4cidos no revela ninguna diferencia significativa entre los controles y
artritis, fiebre reumética ni sindrome de VKH.

Hay un incremento de individuos homocigotos para Thr en la posicién 665 de TAP 2 en los
individuos con DMDI.

El analisis del desequilibrio de enlace con los alelos diabetogénicos DRB1*0405,
DQB1*0302, indica que la segregacién de la treonina en la posicidén 665 de TAP2 es
independiente a la segregacion de los alelos diabetogénicos , constituyendo un alelo adicional
e independiente de susceptibilidad a la diabetes tipo .

La disminucién de Thr/665 y la ausencia de diabetes tipo I en los seris, apoyan la propuesta

de considerar a TAP como un factor mas involucrado en la susceptibilidad.
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13. Es necesario utilizar alguna otra técnica alterna que nos permita la asignacién de alelos en

individuos heterocigotos a mas de una posicién polimérfica.
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XI1. APENDICE

Material:

Guantes

Propipetas

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Gradillas para tubos de 15 y 50 mL
Ligadura y jeringas de 20 mL
Torundas

Pipetas graduadas de 1-10 mL

Puntas para micropipetas de 1000uL
Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL
Tubos para centrifuga de 50 mL
Probetas de diferentes voliimenes
Flotadores

Rolles de pelicula instantinea Polaroid

Equipo:

Microcentrifuga

Congelador -20°C

Refrigerador

Termociclador

Camara de Electroforesis

Fuente de poder

Transiiuminador

Céamara Polaroid para transiluminador
Centrifuga refrigerada

Bafio maria a 53°C
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Preparacion de reactivos
Nota: Tanto las soluciones como el material utilizados deberan esterilizarse
antes de su manejo y deberdn tomarse las precauciones necesarias para trabajar

en condiciones muy limpias. Todas las soluciones deberan filtrarse y esterilizarse
en autoclave o con membrana Millipore 0.22 um.

~Solucién I-

Preparar aproximadamente 100 mL por cada muestra de sangre si la lisis se hace en tubos
de 50 mL.

MgCly SmM
A partir de una solucién madre de MgCly 1M (conservada a temperatura ambiente).
-Solucién 11-

Preparar aproximadamente 50 mL por cada muestra de sangre. Agregar:

MgCly 5 mM

NONIDET (NP-40) 0.1% (preparado a partir de una solucién
madre de NP-40 al 10% que se conserva a
temperatura ambiente).

Nota: Ambas soluciones se preparan con HzQ bidestilada estéril fria

(aproximadamente a 4°C) en el momento de la lisis. Se conservan a 4°C mientras

se trabaja.

-Amortiguador para lisis de células blancas (WCLB-White Cell Lysis Buffer)-

Tris-HCl, pH 7.6 10 mM
EDTA, pH 8.0 10 mM
Na(l 50 mM
SDSs 0.2 %
Proteinasa K (sigma) 300 pg/mL

(Esterilizar por filtracién).
Guardar la solucidén en alicuotas de 15 mL a - 20°C
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-Solucién Salina con Citrato SSC 20X-

NaCl 3.0M
Citrato de sodio 03M
Agua cbp 1L

-Fenol saturado equilibrado-

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

quedarse dentro de la fase organica (fendlica) si el pH es acido.

1.  El fenol bidestilado debe almacenarse 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 concentracién final de 0.1%. La 8-hidroxiquinolina es un
antioxidante, un inhibidor parcial de RNAsa y un quelante débil de iones.

2. Afadir 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,

" climinar la fase superior {acuosa)

3.  Adicionar a la fase inferior (fenélica) un volumen igual de Tris-HC1 0.1 M, pH 8.0.
Agitar de ignal forma que en el punto 2, remover la fase acuosa.

4. Repetir el paso 3, hasta que la fase fendlica aicance un pH mayor de 7.8
(aproximadamente pH 8.0).

5. Después de que el fenol estd equilibrado, remover la fase acuosa y adicionar 0.1
volumen de Tris-HC] 0.1 M, pH 8.0 conteniendo 0.2 % de 2-mercaptoetancl.

6.  Guardar en un frasco &mbar a 4°C por periodos mayocres de 1 mes.
-Cloroformo/Alcohol isoamilico-

Tomar 24 partes de cloroformo puro y afiadir una parte de alcohol isoamilico, mezclar y
guardar a 4°C.
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-Fenol/cloroformo-

Para preparar el fenol/cloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol saturado o
tomar s6lo la fase fenolica y mezclar cantidades iguales de fenol saturado y cloroformo/ aleohol

isoamilico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche. Utilizar la fase inferior.

-NaCl 3M-

-Isopropanol Absoluto-

-Etanol al 70%-

-Salucién de Tris-EDTA (TE IX)-

Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1 mM
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