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RESUMEN. 

Se realizó la determinación molecular a nivel de alelo de los genes clase I y clase !l del HLA de S1 

pacientes mestizoS mexicanos con diagnóstico de Esclerosis Múltiple para conocer su influencia en 

la presentación, manifestaciones, evolución y pronóstico de la enfermedad. Se integró además un 

grupo control con '\70 testIgos sanos. En todos los pacientes se tomó en cuenta sus 

características epidemiológicas y las características clínicas de su patología, además a todos se 

les tomó una muestra de sangre periférica para determinación del grupo sanguíneo ABO, los 

genes clase 1 por microlinfocitotoxicidad y los genes clase JI por PCR-SSOP. 

De los 51 pacientes el 55% eran mujeres; la edad promedio de todos los pacientes fue 36 años 

(18·61), de las características epidemioiógicas llamó la atención la escolandad ya que 92% de los 

pacientes tenían al menos la primaria, 59% más de secundaria y 26% con licenciatura o postgrado. 

Clínicamente el 82% inició con manifestaciones an1es de los 40 años; el síntoma inicial fue motor 

en el 37% y la forma clínica más frecuente fue brote·remisión en el 67% de los casos. 

En el grupo sanguíneo no se encontró ningún paciente con grupo B, observándose una 

compensación de esta falta de B en los grupos A y AB, lo cual se interpretó como un dato que 

apoya un mayor componente étnico de origen blanco en el gruDo de pacientes. Se encontró una 

asociación de susceptibilidad franca con el DRB1*0403 predominantemente con la forma brote· 

remisión. No se estableció una asociación de protección franca, aunque si se sugiere probable 

protección con genes DRB1*1402 y DRB1""1406 de origen amerindio. 

Se concluyó que la contribución genétíca en la expresión de la EM en pacientes mestizos 

mexicanos es de origen caucasolde de ancestros mediterráneos más que nórdicos, con una 

probable protección dependiente de genes de origen amerindio. 
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INTRODUCCiÓN. 

La EsclerosIs Múltiple (EM) es una enfermedad mflamatoria de la sustancia blanca del sistema 

nervioso central (SNC) con carácter de brotes y remisiones o bien progresiva y frecuente en 

pacientes jóvenes. Patológicamente se caracteriza por áreas mu!tifocales de desmielinlzación con 

preservación de 10$ axones y pérdida de ollQodendrocitos y astroglioSls.1,2 3,4 5 6 

Es una enfermedad autOlnmune que ocurre en pacientes jóvenes y es de las más frecuentes del 

ser humano, afecta hasta un O 2% de la población en zonas de alta prevalencia (7). Su causa se 

desconoce, sin embargo, se han implicado en su etiología factores ambientales y genéticos; en 

apoyo a los factores ambientales se tiene el hecho de que la prevalencia tiene una distribución 

geográfica distinta por zonas, siendo mayor conforme más se aleja del ecuador y la migración 

puede afectar el riesgo de manifestarla 7 Los eventos que se han propuesto en apoyo a los 

factores genéticos son: a) la EM se presenta predominantemente en caucásicos, b) dentro de los 

caucásIcos existen grupos más vulnerables, c) es más frecuente entre familiares de pacientes con 

EM que en la población general y d) la EM se asocia intensamente a ciertos tipos de HLA.2.5 

ANTECEDENTES 

ASPECTOS HISTORICOS. 

La descripción clínica precisa de EM fue dada casi al mismo tiempo por Jean Cruvellelr y Robert 

carswell, el primero de ellos también describió la anatomopatología de las lesiones .10 11Charcot, 

en 1868 fue el primero en correlacionar los hallazgos clínicos con la topografía de las lesiones 

hlstopatológicas 12 Sin embargo, la primera descripción clínica parece remontarse al siglo XlV 

(1380-1433) época en que se descnbló una enfermedad similar en una religiosa llamada Santa 

Lldwina de Achiedan 11 Otros autores 13 descnben que el primer caso en la literatura médica es el 

que aparece en el libro MaJad/es de fa moeffe epiniére de Charles Prosper Olllvier en 1824. Otros 

Informes Incluyen el realizado en 1831 por Richard Bright que describe un caso indiscutiblemente 

con EM y Robert Carswell en 1838 publica un atlas de patología describiendo en UIlO de sus 

dibuJos "una enferr.1edad peculiar de la médula y puente de Varolio". Tres décadas más tarde, la 

descripción clínica se dió en Inglaterra por Moxon.13 A mediados del siglo XIX algunos autores 
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alemanes describieron casos de EM. Fue particularmente Importante el caso de Frerlchs a quien 

se considera el pnmero en diagnosticar esclerosis espinal. En 1866, Vulpian estableCIÓ el término 

de esclerosIs en placa dlsemmada y uno de los tres casos que descnbió se presentó en 1868 en 

las lesiones de Charcot. Si bien Charcot no fue el primero en informar un caso de EM o sus 

características patológicas, si se piensa que sus alumnos Bourneville, Guerard y Ordenstein son 

una extensión de su pensamiento y tal vez hasta de sus palabras En Norte América, Morns 

publicó el primer caso de EM y posteriormente otros autores como Harnmond y osler en Canadá 

contribuyeron a dar a conocer las grandes series de casos de EM.13
, 1~ 

CURSO CLlNICO y SUBDIVISIONES. 

La esclerosis múltiple puede tener una amplia variedad de manifestaciones clínicas Muchos 

signos y síntomas son característicos pero ninguno patognomónlco.5 El curso clínico también es 

vanable. Se caracteriza clínicamente por episodios de alteraCión local del nelVio óptico, médula 

espinal y cerebro que remiten a una secuela o recurren en un periodo de tiempo variable. Las 

manifestaciones clínicas son determinadas por [a vanedad de localización y extensión de los focos 

de desmlelinización. Las manifestaciones clásicas son motoras con paresia o pleFa, parestesias, 

alteraciones visuales, diplopia, nistagmo, disartria, temblor de acción, ataxia, alteraCiones en la 

senSibilidad profunda, disfunción vesical y alteración en la respuesta emocionaI.1
,2.56 

Se descnben cuatro patrones clínicos de EM.3
.
4 

1 - Brote-remisión.- cuando hay síntomas de la enfermedad que aparecen durante un penodo de 

una o dos semanas y se resuelven en el transcurso de cuatro a ocho semanas con o sin 

tratamiento esteroideo. La recuperación final regresa hasta el estado previo al ataque 

2 - Progresiva secundaria.- cuando inicia en forma de brote-remisión y posteriormente presenta 

detenoro continuo sin periodos de remisión o estabilidad. 

3 - Progresiva prlmaria.- es con deteriOro progresivo desde el inicio de la enfermedad, sin periodos 

de estabilidad ni de recuperación parcial. 

4.- Recurrente-progreslva.- existen sintomas en forma de brote con recuperación incompleta que 

ocasiona incapacidad progresiva 

2 



En la figura 1 se esquematizan los diferentes patrones clínicos. 

En relación con ¡as defmiciones que se utilizan, un brOle se defme como la presentación de novo 

o reaparición de un síntoma o signo durante un periodo mayor de 24 horas continuas, en ausencia 

de fiebre, progresión es el síntoma o signo cuya intensidad se incrementa paulatinamente durante 

un penado mayor de 30 días. 

El 85% de los pacientes tiene una forma brote- remisión o secundariamente progresiva. En más 

del 500ft, de los pacientes con una forma brote-remisión pueden tener un mayor y continuo deterioro 

siendo la forma progresiva secundaria. Aproximadamente el 10 a 15% tiene uné; forma progresiva 

primaria, iniciando habitualmente sus primeros síntomas a los 40 o 60 años de edad.1s 

BROTE - REMlSION RECtJRRENTE - PROGRESIVA 

PROGRESIVA - SECUNDARlA PROGRESIVA - PRIMARIA 

Figura 1 - Formas clínicas de la EM 

SíNTOMAS INICIALES. 

La debilidad y/o entumeCimiento en una o más extremidades son los síntomas iniciales casI en la 

mitad de los casos. Es habitual que los pacientes noten parestesias o pérdida e la sensibilidad en 

un pie o una mano que se extiende de manera próxima en horas o días, y puede involucrar la otra 

3 



extremidad ipsllateral o contra!ateral y ascender al tronco Esto sugiere desmielinlzación 

¡nflamatorla centrífuga de los cordones posteriores de la médu!a esplnaI. 1
,2,5,46 El resultado puede 

ser arrastre de la extremidad o pérdida el control de una o ambas piernas hasta para paresia 

espástica o atáxica. Los reflejos de estiramiento muscular se exaltan, los reflejOS abdominales 

desaparecen con una alteración en la senSibilidad superticial de diferente intensidad y una 

respuesta plantar extensora como evidencia demás de afección a la vía piramidal bilateral. 16 

La flexión pasiva del cuello produce una sensación de hormigueo o como toque eléctrico irradiado 

hacia la región sacra. Esta manifestación es conocida como signo de Lhermltte, frecuente en 

pacientes con EM.1,2,5.17 

Aproximadamente en el 25% de los pacientes, la manifestación inicial es un episodio de neuritis 

óptica o retro bulbar caracterizada por ser indolora, de rápida evolución en un periodo de horas o 

días, con una pérdida parcial o total de la vIsión de uno (con más frecuencia) o ambos oJos. En 

raras ocasiones la pérdida visual se mantiene progresiva por algunos meses semejando una lesión 

compresiva del nervio óptlCO.18 También se puede evidenCiar un escotoma que ocupa el área 

macular una amplia variedad de alteraciones en el campo visual. Hasta un 50% de los pacientes 

con neuritiS óptica pueden desarrollar otras manifestaciones de EM. El riesgo es menor si el 

ataque ocurre en la mfancia.19
,20,21 

Otras manifestaciones iniciales son inestabilidad en la marcha, síntomas de tallo cerebral 

(diplopla, vértigo, vómito) y alteraciones en la rnicción. En una pequeña proporción de pacientes 

se pueden presentar síntomas paroxísticos como neuralgia del trigémino y otros síndromes 

dolorosos, parálisis facial, hlpoacusia o convulslones. 17 Un inicio con nlstagmo y ataxia es poco 

frecuente. con o sin debilidad y espasticidad de las piernas, indicando lesión cerebelosa y del 

tracto corticoespinal. La combinaCión de nistagmo, lenguaje escándido y temblor de intención se 

conoce como tríada de Charcot, la cual es habitual en etapas avanzadas de la enfermedad. 1 

Las alteraciones en las funciones mentales, presentes en el 40 a 70% de los paCientes, Incluyen 

euforia (la estúpida indiferencra defmida por Charcot), relacionada con lesiones en lóbl!los 

frontales, depresión, alteración de memona y demencia En un 2 a 3 % se pueden presentar crisIs 
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convulsivas, qUizá condicionadas por lesiones a nivel de corteza cerebral o sustancia blanca 

subyacente 5 

Los síntomas iniciales de EM son Induc¡doS por calor o ejercicio, se pueden acompañar de un 

patrón de fatiga diurno y pueden tener un ¡niclo postparto (durante el embarazo se pueden mejorar 

o estabilizar las manifestaciones) 1,22 

Las 5 variantes descntas de EM son:23 

1 - Esc!erosls concéntrica de Balo. Una rara condición que afecta a adultos jóvenes y ttene un 

curso corto, usualmente de meses. Parece ser más frecuente en regiones de Filipinas y China. 

Tiene una adecuada respuesta esteroides 24 

2.- Neuromlelitls óptica (enfermedad de Oevic) Se refiere a una entidad en la que las lesiones de 

la médula espinal y del nervio óptiCO se desarrollan de manera simultánea o suceSivamente, La 

resonancia magnética de cráneo habitualmente es normal.23 

3,- Enfermedad de Marburg Es una forma aguda o hiperaguda de EM. El curso es progresivo y 

fulminante, pero en ocasiones sobrepuesto a una enfermedad crónica. La mayoría de los 

pacientes son jóvenes.25 

4.- Esclerosis difusa mlelinoclástlca (enfermedad de Schllder). Es una forma diferente de 

adrenoleucodistrofia o encéfalomlelitis postinfecciosa Es una enfermedad rara que afecta niños. 

Se presenta con problemas visuales, convulsiones, cefalea y vómito 26 

5 - Síndromes monofásicos que pueden presentar el inicio de la EM o ser autolimitados y nunca 

presentar eventos posteriores, Incluyen neuritis óptica aislada, mlelopatía transversa aguda y 

encéfalomlelitls diseminada aguda 23 

La presencia de afasia, apraxia, alteraCión de campo visual sin escotoma, coma, convulsiones, 

demencia temprana, encefalopatía, uveítis, manifestaciones extra piramidales, desarrollo temprano 

de amiotrofla con arreftexla y mielitiS transversa aguda dolorosa son conSideradas poco comunes 

dc EM 527 

En relaCión con el curso clínico, aproximadamente dos tercIos de los pacientes ¡nlclan antes e los 

30 años de edad y presentan en su inicIo una forma brote-remisión Las exacerbaciones tardan 

de 4 a 16 semanas Algunos factores clíniCOS al iniCIO se han asociado a un peor pronóstico 

5 



funcional como la presencia de más de cuatro brotes en los pnmeros dos años de evolución, un 

intervalo corto entre el primer segundo brote (menos de dos años) y el desarrollo de incapacidad 

física moderada en los pnmeros tres años?7 Otros factores de mal pronóstico son una edad 

avanzada al iniCIO, género masculino, progresión lenta de! déficit motor como síntoma principal, 

dlsfunclón cerebelosa temprana '1 un curso progresivo. 

DIAGNOSTICO 

Se han reportado un gran número d.e criterios diagnósticos como se señala en el Cuadro 1. 

Categorías diagnósticas! Año Referencia 

Probable 1954 28 

Probable temprana 

Latente posible 

Clínicamente definida 1965 29 

Definida 1972 30 

Probable 

Posible 

Clínicamente definida 1976 31 

Clínicamente probable 

Clínicamente posible 

Probada 1977 32 

Clínicamente definida 

Temprana probable 

Latente progresiva 

Posible sospechada 

Probable 1983 33 

Clínicamente definida 
I 

Cuadro1 - Criterios diagnósticos para EM. 

Los criterios de Schumacher, son los que articularon el espectro clínico que se toma en cuenta 

aun en la actualidad; Sin embrago, fueron propuestos en una era Sin estudios de imagen sensibles. 
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Para la EM definida, los criterios de Schumacher incluyen lo siguiente: 

1 - Edad apropiada (10 a 50 años). 

2 - Enfermedad de sustancia blanca del sistema nervioso centraL 

3.- Lesiones diseminadas en tiempo espacio 

4.- Alteraciones objetivas en la exploración. 

5 - Evolución: ataques al menos de 24 horas, separados por un mes o progresión lenta. 

6 H Más de 6 meses de duración. 

7 H No otra mejor explicación. 

8.- El diagnóstico debe ser hecho por un neurólogo experto. 

Los criterios del comité de Washington (Poser) se desarrollaron hace dos décadas, abarcan 

Información clínica, de los resultados de laboratorío y de imagen (incluyendo resonancia 

magnética), estos critenos son los que actualmente se utilizan en todos os estudios de EM.23.30 

Los criterios de Poser para EM incluyen las características que se en listan a continuación: 

1.- Alteración específica y objetiva del SNC en la exploración neurológica. 

2 - La alteración debe incluir predominantemente tractos largos de la sustancia blanca, incluyendo 

vía piramidal, vfas cerebelosas, fascículo longitudinal medio, nervio óptico y columnas posteriores. 

3.- Por historia o al examen físico afección de dos o más áreas del Sistema Nervioso Central: 

a) La Imagen por Resonancia Magnética (IRM) puede ser utilizada para documentar la segunda 

lesión. Las lesiones en IRM deben ser cuatro lesiones involucrando sustancia blanca o tres si 

una de ellas es penventncular. Deben ser mayores de 3mm. Para pacientes mayores de 50 

años, deben cumplir al menos dos de los siguientes criterios por imagen: a) lesiones =/> 5mm, 

b) lesiones periventnculares y c) lesiones en fosa posterior 

b) Los potenciales evocados pueden ser utilizados para documentar la segunda lesión cuando el 

examen fíSico no ia documente. 

4.- El patrón clínico debe consistir en a) dos o más episodios separados de afección al SNC en 

diferemes sitios, de una duración al menos de 24 horas y con un mes de separación, o b) 

7 



progresión gradual en un lapso de 6 meses si se acompaña de aumento en la síntesis de IgG en 

dos o más bandas ohgoclonales en el Líquido Cefalorraquídeo (LCR) 

5· InicIo entre los 15 y 60 años de edad. 

6· Las manifestaCiones del paciente no deben ser atribuibles a otra enfermedad, Incluyendo la 

determinación de. análisIs del LCR, IRM de cráneo y/o médula espinal, niveles de 812, virus de 

inmunodeflciencla humana, VSG, factor reumatoide, anticuerpos antinucleares, VDRL, enzima 

convertidora de anglotensina (cuando exista sospecha de sarcoidosis), serología para Borrella 

(enfermedad de Lyme), ácidos grasos.de cadena muy larga adrenoleucodistrofia) y lactato en LCR, 

biopSia muscular o análisis de DNA mitocondrial (para mltocondriopatías). 

Los criterios diagnósticos determinan diferentes categorías díagnósticas: 

EM definida.· si se cumplen los seis criterios. 

EM probable.- si se cumplen los seis criterios excepto' a) una anormalidad objetiva a pesar 

de dos episodios Sintomáticos o b) un episodio sintomático a pesar de dos o más 

anormalidades objetivas. 

Riesgo de EM.- SI se cumplen los seis critenos excepto solo un episodio sintomático y una 

anormalidad objet'lva 

FISIOPATOLOGiA. 

La flsiopatología de la EM no está bien determinada, se han propuesto múltiples mecanismos 

para explicar la desmiellnlzación que no excluyentes uno del otro y tal vez todos con alguna 

Importancia en el desarrollo de la enfermedad. Los mecanismos implican a ra autoinmunidad, 

Infecciones diversas y a diferentes factores genéticos.5 Por lo que la EM es indudablemente una 

enfermedad poligénica y multlfactonal. 

HIPÓTESIS DE AUTOINMUNIDAD 

Actualmente hay un sinnúmero de evidencias que apoyan a la EM como una enfermedad de 

naturaleza auioinmune, en la cual una reacción Inmunológica va dlr¡glda contra antígenos propios 

de mlelma.
7 

En este paradigma, la Interacción del receptor de la célula T (TCR) cooperadoras (Th) 
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CD4+ con antígenos de mielina presentados por ciertas mOléculas HLA clase II que se hallan en 

la superficie de los macrófagos y posiblemente por los astrocitos. Ambas células funCionan como 

células presentadoras de antígeno (CPA) y la interacción entre ellas y el Th resulta en la activación 

de células T cooperadoras con la consecuente, secreción de cltocinas, proliferación de células T 

específicas y activación de macrófagos y de células B. Esta cascada de activación de células del 

sistema inmunológico es la que mtervlene la destrucción de mielina.?·34 Algunos estudios recientes 

sugieren que un estímulo ambiental puede jugar un papel importante en la iniciación de la 

autoinmunidad en la EM, posiblemente a través de mecanismos de mimetismo molecular o 

producción de supe;antígenos ?,35.36 El mimetismo molecular es el fenómeno mediante el cual 

algunas estructuras similares entre epítopes de células virales y epítopes antigénlcos del 

hospedero tienen una reaccIón cruzada y conducen a la inducción de una respuesta autoagresiva 

mediada por las células T que reconocen estos epítopes en la periferia para posteriormente migrar 

estas células T aalvadas hacía el sistema nervioso centra!.? Los superantígenos moléculas 

inmunoestimuladoras derivadas de bacterias y virus que pueden inducir la activación de un gran 

número de células T en forma mespecífica.? Un elemento esencial en ambas hipótesis es la 

migración y expansión de células T CD4+ autoreactivas en el sistema nelVioso central. Estas 

teorías han sido demostradas in vitre y en la encefalitis alérgica autoinmune que es el modelo 

experimental de la EM35, Sin embargo, hay pocos datos in vivo que se han publicado sobre todo en 

relación con el mimetismo molecular?·37 pues es mucho más difícil su demostración in vivo. 

Aunque el concepto de que \a respuesta inmunológica celular contribuye a la des1rucclón tisular en 

la EM es generalmente aceptado, aun no es claro sí !a respuesta inmunológica micia el daño o es 

consecuencia del proceso propiO de la enfermedad. Además, continua el debate sobre cual de los 

componentes del sistema inmunológico son los que tienen el papel clave en la EM.? La mayoría 

de los investigadores enfatiza el papel de los linfocitos Th CD4-t en ocasionar desmielinlzación a 

través de la activación de macrófagos, que atacan a la unIdad mlellna-oligodendroclto, sm 

embargo, la contnbución de las células T cltotóxlcas (Tc) CD8+, microg!ia, astrocitos, cltocmas y 

complemento aún no se define por completo.? 38 
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~ Papel de linfocitos Th CD4+ vs los Tc CD8+. 

Las células T se dividen en dos categorías funcionales como se señala en el Cuadro 2 por la 

presencia de dos antígenos en sus superficie, el CD4 que marca a [as cooperadoras y el CD8 que 

define a los T citotóxicoS.7
,35 Estos subtipos interactúan con moléculas MHC específicas para 

regular y activar la respuesta inmunológica. Las moléculas HLA clase 11 son restringidas a Jos 

linfocitos T CD4+ que son los mayores productores de citocinas y se asocian con la 

hipersensibilidad retardada y determinan la síntes'ls de anticuerpos generados contra péptidos 

protéicos Las moléculas HLA clase I son restringidas a células T CD8+ y son asociados a 

citotoxicidad. Algunas investigaciones sugieren que las células Th son las iniciadoras de la 

destrucción tisular en la EM, y otra vez la evidencia más contundente deriva de estudios en la 

encefalitis experimental autoinmune (EAE).35 La inmunización de animales con clonas de células 

Th CD4+ específicas contra proteína básica de mielina (PBM) produce una enfermedad ~EM-likeft 

denominada EAE.39 Los ratones trangénicos hechos con células Th CD4+ expresan un receptor 

de células T (TCR) transgénico específico para PBM, pero no para otros linfocitos. En la EAE, los 

estudios inmunocitoquímicos revelan que predominantemente se hallan linfocitos con de TeR alfa­

beta, además de Que hay una sola expresión de moléculas HLA clase 11 en ¡os macrófagos y en las 

células gliales.39 Además la EAE puede ser prevenida o revertida en ratones o primates usando 

anticuerpos dirigidos contra el CD4.7 ,35 

Algunos estudios en humanos corroboran que las células Th CD4+ son los mediadores 

prinCipales en la EM. Se obselVan células CD4+ y moléculas HLA clase 11 alrededor de los vasos 

en ia lesIOnes activas de EM, especiaimente cerca de ios bordes y las moléculas clase I se 

localizan ultraestructuralmente en pericitos, macrófagos perivasculares, microglia y astrocitos.7 

Como una prueba directa de la hipótesis de la participación de las células Th CD4+, se llevó a cabo 

un tratamiento que disminuía sustancialmente el número de células T CD4+ en pacientes con EM 

usando un anticuerpo monoclonal híbrido ratón-humano, sin lograr alguna influencia en la historia 

natural de la enfermedad.40 La mayoría de las investigaciones se enfocan al papel de la células 

CD4+, sm embrago algunos trabajos sugieren que la respuesta por moléculas HLA clase l-células 

CD8+ puede tener un papel importante en la patogénesis de las enfermedades desmielinizantes 
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Además de las células CD4+, las Tc CD8+ también se encuentran en las lesiones activas de EM.41 

Estas células T CD8+ reconocen péptidos presentados por moléculas HLA clase 1, y los 

oligodendrocltos adultos expresan moléculas clase I pero no clase ti, aún cuando se estimulan con 

interferon-gamma.7 Esta situación apoya que los oligodendocitos adultos son las células blanco de 

los linfocitos, siendo reconocidos por moléculas clase I y no por clase 1I del HLA En la EAE las 

células Tc han mostrado tener un efecto inmunorregulador en el curso de la enferrnedad.42 

Tipo célula T Subtipo Moléculas MHC Tipo HLA Citocinas Pape! potencial 
que producidas en la EM 

restringen la 
respuesta 

Th CD4+ Células Th1 Clase 1I DP, DQ, DR IFN-y, TNF-a Inflamación, 
desmielinización 

Th CD4+ Células Th2 Clase !l DP, DQ, DR IL-4,IL-10 Inhibe Th1 

TcCD8+ Células Clase I A, S,C Perforina Lisis de ollgo-
citotóxicas dendrocitos 

TcCD8+ Células Clase I A,B,C TGF-p Inhibe Th1 
supresoras 

Cuadro 2.- Tipos de células T 35 

- Macrófagos y microglia 

En las lesiones activas de EM se observa la presencia de gran número de macrófagos y 

microglia;7 esto sugiere que dichas células tienen un papel importante en la desmilelinización. 

Aunque su función como barredores de mielina es aceptada, no se ha establecido si Juegan un 

papel primariamente patológiCO en la inducción de la desmielinización de los humanos. También 

en la EAE se ha encontrado que estas células son mediadores de la destrucción tisular. La 

depleclón de macrófagos o la admmlstraclón de sustancias antimacrófagos previene la inducción 

de EAE; además en ia EAE se ha demostrado la activación, proiiferación y migraCión de la 

microglia.43
,44 Los macrófagos y la microglla secretan algunas citocmas como ¡nterleucina-1 (IL-1), 

la IL-6 y el TNF-alfa, que pueden romper la barrera hematoencefálica.' También expresan HLA-

DR Y por!o tanto pueden funCionar como cé!ulas presentadoras de antígeno.7 
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~ Astrocitos. 

La evidencia actual sugiere que los astrocitos pueden tener un papel importante en la modulación 

de la respuesta inmunológica de destrucción que ocurre en la EM La hipertrofia reactiva 

astrocítica es una característica común de las lesiones activas de EM y la gllosis se Incrementa con 

la maduración de las lesiones.7
,36 La posibilidad de que tos astroc\tos participan en la destrucción 

de mlelina se basa en la actividad incrementada de enzimas lisosomales y la observación de 

material semejante a mie¡¡na degrada en la ultra estructura de ellos. También pueden producir una 

gran variedad de citocmas proinflamatorias y antHnflamatorias y mediadores que pueden contribuir 

a la lesión tisular en la EM.7 

- Proteína básica de mielina (PMB). 

De los diferentes antígenos potenciales en la EM para el sistema nervioso central, la PBM ha 

sido la más estudiada. Por el análisIs de la EAE, es una respuesta inmunológica dirigida contra la 

PBM el mecanismo patogénico posible en la EM. La autoinrnunidad a MBP podría resultar de! 

mimetismo molecular o de la liberación de PBtv'I de diferentes sitios dentro de la barrera hemato­

encefálica en personas susceptibles En pacientes con EM se encuentra una respuesta 

Inmunológica detectable contra PBM en sangre, líquido cefalorraquídeo (LCR) y posiblemente en el 

cerebro 3e La PBM se codifica en el cromosoma 18, ha sido investigada como un locus candidato 

de susceptibilidad para EM sin lograr encontrar alguna asociación.45 Las diferencias entre PBM de 

pacientes con y sin EM también han sido estudiadas, sin lograr encontrar que tengan alguna 

asociaCión con el desarrollo de la enfermedad.36 

-Inmunoglobulinas. 

La inmunoglobulma G puede estar involucrada en la patogénesis de la EM. En pacientes con EM 

se encuentran niveles aumentados de IgG en suero, LCR y cerebro.38 La [gG en LCR es 

ollgoc!onal y frecuentemente restringida a subclase 19G 1.46 La cadena pesada de 19G está 

codificada en el cromosoma 14 y es altamente pollmórtica; consiste en segmentos llamados V, D, J 
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y C. La reglón C de la IgG incluye genes clase 1, 2 y 3. Cada una de estas clases es pollmórflca. 

Los estudios mas tempranos del polimorfismo de IgG en pacientes con EM han utilizado métodos 

serológicos. Alguncs han reportado asociación, siendo inconslstente.4? Otros estudios no han 

confirmado la asociación otros han reportado un aparente mayor nesgo con el fenotipo Gm en 

pacientes portadores del HLA~DQ1 38 Sin embargo, después de estratificar clínicamente la EM o el 

HLA no ha sido posible confirmar alguna asociac'lón significativa o persistente.? 

~ Complemento. 

El complemento es un mediador importante de la inflamación Los oligodendrocitos de ratas 

adultas son susceptibles a la hS1S ocasionada por anticuerpos independientemente de la acción del 

complemento.38 El depósito de complemento en los vasos del SNC de pacientes con EM se asocia 

a la ruptura de la barrera hemato.-encefálica 48 Se ha identificado la presencia de complejos 

inmunes circulantes, niveles bajos de complemento y factores activados por la cascada del 

complemento en el suero y en el LCR de pacientes con EM, cuyos niveles fluctuarl con la actividad 

de la enfermedad.49
,5o La hlpocomplementemia de C2 en pacientes con EM ha Sido asociada a la 

presencia de un gen no funcional o nulo.51 Debido a que e! gen de C2 se localiza en la región de 

genes clase 111 del MHC, la asociación con el alelo C2 nulo se explica por desequilibrio de unión 

con ciertas moléculas HLA clase H; sin embargo, esto no ha Sido confirmado Aunque no se ha 

confirmado la relación con genes de C4 que también se ubican en la región de clase 111, existe un 

trabajo que deSCribe la asociaCión de la EM con el haplotipo C4A4/C4Sis; otros autores 

encontraron incrementado e! alelo C4QO en gitanos al comparar con población húngara con EM. 52 

~ Factor de necrosis tumoral. 

El factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) es una citosina inflamatoria cuyos genes también se 

iocailzan en la región ae ciase III del MHC Es directamente tóxico para la mielina in vitro y 

produce una leSión selectiva de ollgodendrocitos e mduce la proliferación de astrocitos.53 También 

se encuentra en las áreas activas de EM Los niveles de TNF detectables en LCR correlaCionan 

con la actividad de la enfermedad y su progreslón.54 Tampoco se ha confirmado una aSOCiación 
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con el polimorfismo de TNF y la presencia y curso de [a EM. Por lo tanto, aunque algunas 

investigaciones sugieren que el TNF esta involucrado en la patogénesis de la EM y ciertos 

polimorfismos del TNF son asociados de manera no consistente con altos niveles de expresión, las 

vanantes genéticas de TNF no están involucradas de manera convincente en la expresión de la 

EM 7 

- Mutaciones mitocondria/es. 

En algunas ocasiones, los pacientes con neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON) tiene 

síntomas neurológicos adicionales como espastlcidad y ataxia. Se ha investigado si existen las 

alteraciones mltocondriales encontradas en LHON en pacientes con EM SIfi lograr evidenciarlas; 

por lo anterior parece poco probable que las mutaciones asociadas a LHON puedan contribuir a 

mayor susceptibilidad para desarrollar EM. Se ha descrito una alteración en la función mitocondrial 

en algunos pacientes con síndrome "parecido a la EMn 55.56.57 

- Otros genes. 

Se han implicado otros genes polimórficos como los transportadores asociados con el 

procesamiento del antígeno (TAP1 y TAP2) localizados entre las regiones HLA-DP y HLA-DQ del 

MHC. No se ha logrado establecer alguna asociación evidente de estas moléculas y su 

polimorfismo con la presencia y el curso de la EM.3S
.
58

,S9 El pOlimOIT1SmO en los genes para una 

gran proteasa multifunciona!, el proteosoma de bajo peso molecular (LMP2 y LMP7), tambíén 

Involucrado en el procesamiento del antígeno y situado muy cerca de los genes TAP, no se ha 

aSOCiado a la EM.60 Los estudios de variantes de aloUpos y genotipos de alfa1-antitripslna 

tampoco parecen participar en la expresión de la EM.61 

LAS INFECCIONES EN LA ESCLEROSIS MÚLTIPLE 

Los patrones de inflamación multifocal VistoS en la sustancia blanca de pacientes con EM, la 

epidemiología de la enfermedad y ¡os avances en el estudio de infecciones persistentes han 

aumentado el interés en el concepto de que la EM es el resultado de una infección lenta. Esto no 
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es nuevo, pues fue propuesto por Marie desde 1884,62 Desde esa época, muchos agentes 

Infecciosos han sido considerados como posibles candidatos etiológicos. El abordaje diagnóstico 

utilizado para documentar las causas infecciosas en otras enfermedades neurológicas no ha sido 

útil en el estudio de la EM La investigación extensa de tejido de pacientes con EM no ha 

mostrado organismos infeccIosos. Aunque se han descnto una vanedad de partícu\as52 presentes 

en autopsias y biopsias de tejido, estos probablemente representan los productos de degradación 

de la mielina o cambios no específicos en astrocitos reactivos.? 

Es posible que un virus sea responsable de la enfermedad y que se integra primariamente al 

genoma de la célula de! hospedero de modo que no puede ser reconocida por técnicas 

convencionales Recientemente se encontró por técnicas de hibrlaación in situ el gen ama del virus 

del sarampión integrado en los cerebros de algunos pacientes con EM.63 Algunos estudios 

posteriores mostraron este matena! en otros pacientes con EM y en sujetos sanos.62 Es 

interesante que otros como el gen ama del virus herpes simple también se ha identificado por el 

método de Souther blot en sangre de sanos y de pacientes con EM. Los resultados de estos 

estudios establecen que el material genético viral persiste en el SNC aunque las partículas virales 

\lO puedan visualizarse 

Se han hecho estudios de aislamiento directo y con los años se han propuestos varios agentes 

mfecciosos como candidatos etiológicos Incluyen espiroquetas, micoplasma, protozoarios y 

algunos virus como el de la rabia, herpes simple, paramfluenza 1, corona y un agente relacionado 

antlgenicamente con el virus aislado de la mielopatía-opticoneuropatía subaguda. Sin embargo 

estos hallazgos no han sido confirmados.54 

Hay muchas formas en las que un virus puede estar involucrado en la patogénesis de la EM: 1) 

Una infección transitoria o persistente fuera del SNC puede activar células T auto reactivas por 

medio de mimetismo molecular o por otros mecanismos mespecíficos: 2) Una infección transitoria 

del SNC puede iniCiar una cascada de eventos que fomenta la autoinmunidad (ruptura de la 

barrera hemato-encefálica, etc.), 3) Infecciones recurrentes del SNC pueden precipitar Inflamación 

repetida y desmielinlzación; y 4) Una infeCCión viral persistente en el SNC puede provocar 

reacciones Inflamatonas que dañen a ¡os oligodendrocltos o puede dañarlos dlrectamente.5 

15 



Fuera de la especulación y de los datos epidemiológicos, hay escasa evidencia que demuestre la 

contribución de una infección viral en la EM. Los estudios serológlcos tempranos son difíciles de 

Interpretar debido a que la elevación de títulos de anticuerpos y la activación de la respuesta 

humoral son inespecíficos a diferentes virus. Muchos pacientes con EM tienen en el LCR títulos 

elevados de anticuerpos contra virus del sarampión o del herpes simple, pero no parecen ser 

específiCOS Rara vez se han cultivado ViruS directamente del LCR de pacientes con EM, pero se 

aisló una nueva cepa del herpes simple y un nuevo virus (virus Inoue-Melnick) a partir del LCR de 

pacientes con EM. 65
,66 Muchos otros virus se han Identificado por la presencia de anticuerpos en 

pacientes con EM sin lograr establecer una asociación real persistente.67
,6B,59}\) Los hallazgos se 

observan en el Cuadro 3. 

Virus Año Referencia 

Rabia 1946 71 

Herpes simplex 1964 72 

Sarampión 1972 73 

Parainfluenza 1 1972 74 

Agente de EM 1975 75 

Paramlxovirus 1976 76 

Coronavirus 1979 77 

HTLV-1 1985 78 

Cuadro 3 .- Virus aislados en EM (modificado de 79). 
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GENETICA y ESCLEROSIS MÚLTIPLE. 

Los factores genéticos parecen ser relevantes en la susceptibilidad para desarrollar EM, 

sugeridos por la alta prevalencia de la enfermedad en parientes de primer grado de pacientes y por 

el alto índice de concordancia en gemelos monoGÍgóticos contra [os diclgóticos Recientemente, 

algunos loci, incluyendo la región variable de cadena pesada, el polimorfismo del TeR a y ~ y la 

reglón 5' de! gen de la proteína básica de mielina han sido implicados en la susceptibilidad para 

desarrollar EM 60,80 

En el Cuadro 4 se indican los rasgos que por análisis de historia cllnlca llevaron a la búsqueda de 

genes involucrados en la enfermedad, 

La Esclerosis Múltiple como una enfermedad genética. 

1 - Agregación familiar 

2 - Baja incídencía de EM conyugal. 

3 - Alta concordancia en gemelos monoclgotos (25-30%) comparada con dicígotos o 

no gemelos (3-5%) 

4 - Efecto no detectable de factores ambientales en la susceptibilidad de parientes de 

primer grado de pacientes con EM. 

5 - Correlación con algunos loei y la susceptibilidad para desarrollar EM. 

Cuadro 4.- Factores Que apoyan origen genético de la EM.14 

El posible pape! de las factores hereditarios en el desarrollo de EM se empezó a sospechar desde 

hace más de un siglo cuando en 1896, Eichl10rst la Hamó una enfermedad ~hered¡tar¡a y 

transmisible".81 Posteriormente, la evidencia de que se trata de üna enfermedad hereditaiía se ha 

establecido de la observación de la presencia de la EM en parientes. En 1950 se estudiaron las 

genealogías y se hizo el análisis genético clínico a 85 familias que tenían al menos dos miembros 

con EM y se estableció que su patrón hereditario era de penetrancia incompleta, Jo que Implicaba 

la existencia de un sólo gen influido por factores externos o la participación de genes múltiples. En 

la misma época se publicó que la susceptibilidad para la EM aumentaba por la presencia de dos o 
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más genes independientes, sugiriendo el concepto de herencia po!lgénlca 82 Postenormente se 

estableció que la interacción de factores genéticos y ambientales es crucial en el establecimiento 

de la enfermedad .83 

Sm embargo, la evidencia de la complejidad de la transmisión genética de la EM es importante, 

basada en observaciones como el índice de sólo el 30% de concordancia en gemelos dicigóticos, 

baja incidencia de EM en esposos, la relativamente alta presencia de EM en panentes de segundo 

y tercer orden de pacientes con EM comparada con la población genera! y la identificación de 

grupos resistentes a EM en áreas de alto riesgo como los aborígenes de la Isla Torres en 

Australia84
, en los amerindios de Norte Aménca8S

, las poblaciones asiáticos como los chinos y los 

Japoneses en Norte América86
, los afroamericanos87

, los gitallos en Hungría, los Maoris de Nueva 

Zelanda8889
, y los Yakutes en el norte de Rusia.2 

El análisis genético de la EM se ha enfocado tradicionalmente a estudiOS de asociación de 

genes candidatos, en los cuales las frecuencias de alelas en grupos de pacientes y testigos sanos 

se comparan y la diferencia se somete a análisis estadístico. La asociación a menudo se expresa 

como el nesgo relativo que tiene un individuo para desarrol!ar la EM si es portador de algún alelo o 

marcador, comparado con un individuo que no es portador. Los genes candidatos se definen como 

genes que tiene posibilidades lógicas de tener algún papel en la enfermedad; para la EM, los 

genes candidatos mcluyen citocinas, receptores inmunológicos y proteínas involucradas en el 

control de virus 90 Con excepción del Jocus MHC, [os estudios de asociación de casos y controles 

han contribuido muy poco en la identificación de genes asociados a la EM. Estos genes se 

muestran en el Cuadro 5. 

Los estudios basados en familias, por otro lado, permiten la identificación de haplotlpos que 

segregan Junto con la enfermedad y dan una informaCión genética más certera en términos de que 

detecta ligamiento y no para asociación, Este método permite la localiLación precisa de genes 

candidatos y es de gran valoí para determinar ¡a penetrancla de íos genes de susceptibil¡dad para 

EM 90 
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Cromosoma 1 
IL-10 
TGF-beta q31-q32 F/E 
HRES-1 retroelemento q31 FIE 
Grupos Rhesus q32-q42 E 

p36-p34 E 

Cromosoma 2 
IL-1 q142 FIE 

Cromosoma 3 
CCR5 p21 E 
TGFR3 p22 F 

Cromosoma 4 
IL-2 q26-q27 FIE 
FGF R p163 F 
PDGF p11-p12 F 
FGF2 q25 F 

Cromosoma 5 
IL-4 q23-q31 F/E 
FGF 1 q31 1-q33.2 F 

Cromosoma 6 
HLA DRIDQ/DM p213 F/E 
MOG p213 FIE 
Pc 1 Duarte p21 E 
Factor de necroSIS tumoral p213 E 
TAP p213 E 
HSP70 p213 E 

Cromosoma 7 
TCR 8 q35 FIE 
ERV3 retro-elemento E 
Erb-8 p12 F 
PDGF p22 F 

Cromosoma 8 
FGF p12 F 
GGF p21 F 

Cromosoma 10 
Ag Fas Apo-1 q241 E 
FGF 8R2 q25 F 

Cromosoma 12 
IFN-gamma q14-q15 FIE 
Neurotrofit163 p13 F 
Erb 83 p12 F 
lLGF 1 q23 F 

Cromosoma 14 
TCRNO q112 F/E 
Genes de Ig q32 FiE 
Alfa-1-antrtnpslna q24 E 
TGF 83 q24 F 

,. ,. -, -- - ."-' ~ • "_.,._._~_. _ w _,,_ 
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--------------- ~------_. 

Cromosoma 15 
IGF 1R q25 F 
TRK-C q24...q25 F 

Cromosoma 16 
Receptor de IL-4 p121-p112 FIE 

Cromosoma 17 
Mleloperoxidasa q23.1 E 
OMGP q112 FIE 
Integración wal acotróplca q11 E 

Cromosoma 18 
PBM q22 FIE 

Cromosoma 19 
C3 p13 E 
APO-E q13 FIE 
lCAM-1 p133-p132 E 
TGF-beta q13 FIE 
MAG q13.1 FIE 

Cromosoma 22 
PDGFB q123...q31 F 
CYP2D6 q13 E 

Cromosoma X 
PLP q22 FIE 
GABRA3 q22...q28 E 

E 
Secuencias mltocondriales 

Cuadro 5.- Genes candidatos de EM en estudios de casos controles.so 
IL Inte-leucl~a. TGF ""actor de lrars'OPT'ac'Ó'l del crecimiento, CCR Reoeptor de q~[mo:::m<lS, TNF Factc;" de necrosrs tumoral, TA? Transport;dolB5 

asociados a presenfacloo del antrgeno, MOG Gllcoprotefna de dJgodendrccrto mlellna. HSf> Pro!eToa de choque térmloo. M'O ApoproteTna, TeR 

Receptl:>r de la célula T, INF Illlerferon, Ig mmunOJlobulma, lCAM Molécula de adhesrón tracelular; PBM Pmtelna básica de m",lloo, MAG 

GllcoproteTna asre.a(!¡¡ a mlelona, GABRA3 ReceptOr A3 del áeJdo gamma.amlnobuUnco, PLP Proteina. proteollp,(!¡¡. FGF Factor de creclmle:1lo de 

fibroblas:os PDGF Factor de creclm,ento denvado de plaq<.>etas, GGF Factor de crec,m",.mo gllal, ILGF Factor de CTeaml<'!ntl:> parecido a la Insulloo, 

IGF Factordecreclmlento de Insulina 

DISTRIBUCiÓN GEOGRAFICA y EPIDEMIOLOGIA DE LA EM_ 

Desde los estudios originales de Kurtzke, en la década e los ochenta se establecIó una elevada 

prevalencia de la enfermedad en las latitudes al norte del ecuador, en donde es mayor de 80 por 

'100,000 habitantes y ha liegado a ser hasta de 300 por 1 OÜ,OOO habitantes, mienrras que en Africa 

y Asia se ha considerado de 5 por 100,000 habitantes 91 Según las cifras anteriores, Kurtzke92 

clasificó las tasas prevalencia de EM en grupos de alto, mediano y bajo riesgo, Los grupos de alto 

riesgo, como el norte de Europa, Estados Unidos, Canadá, sur de Australia y Nueva Zelanda se 

caracterizan por cifras de 30 por 100,000 habitantes, En cambio, las reglones de mediano riesgo 

se caracterizan por una prevalencia entre y 25 por 1 00,000 habitantes e incluyen el sur de Europa, 



y Estados Unidos y el norte de Australia. Las áreas de bajo riesgo son aquellas con prevalenclas 

por abajo de 5 por 1 00,000 habitantes e incluyen Asia y algunos países de Sudamérica. 

Se ha Identificado un aumento de la prevalencia de la EM en otras latitudes, así como brotes o 

epidemias, como la ocurrida en las Islas Faroe.93 Se han establecido numerosas hipótesis sobre 

los factores que contribuyen a la presencia de EM en diferentes áreas del mundo Si bien se ha 

asociado la EM a un origen caucásIco, también se le ve en Latinoamérica y países orientales, 

aunque se les considera áreas de menor frecuencia. 

Los eventos que apoyan a la teoría ambiental de la EM incluyen: 1) la prevalencia de EM que 

varia con la localización geográfica, generalmente aumentada conforme aumenta la distanCia del 

Ecuadof4; 2) la migración puede alterar el riesgo de ocurrencia de EM y el efecto del riesgo 

depende de la edad de migración95
; 3) la progenie de los migrantes a menudo tiene tasas de 

prevalencia similares a las de su nueva residencia y difiere de las de su lugar de origen%; 4) la 

concordancia en gemelos monocigótos es menor al1 00%; 5) la existencia de epidemias de EM94 y 

6) el aumento acelerado en algunas áreas geográficas específicas.97 

Por otro lado, la teoría genética, se apoya en hallazgos como: 1) la EM es una enfennedad 

primariamente de caucásicos86
; 2) dentro de los caucásIcos algunos grupos étnicos son más 

vulnerables98
; 3) hay grupos étnicos ~resistentes~ a la EM, 4) la EM es más común en familiares de 

pacientes afectados99
; 5) la concordancia entre gemelos monocigóticos es de 6 a 10 veces mayor 

que en dicigóticosS1
; 6) la presencia de grupos raciales con mayor riesg0 91

; y 7) la EM segrega con 

haplotipos HLAS1 
'00. Finalmente el otro factor referido, es la teoría viral ya descrita. 

FACTORES AMBIENTALES. 

A) DISTRIBUCIÓN GEOGRAFICA. 

Desde los estudios de Kurtzke donde idenbficó y clasificó a !as área de prevalencia de la EM, se 

ha observado un aumento en las tasa de prevalencia, Jo que obligó a uil reajuste de las 

definiciones dadas (vide supra). Actualmente se consideran zonas de bajo riesgo aquellas con <50 

por 100,000 habitantes, de riesgo medio entre 50 y 1 00 por 1 00,000 habitantes y de alto nesgo con 

>100 por 100,000 habitantes Las áreas subtropicales tienen una baja prevalencia que se eleva 
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hacia latitudes norte y sur Este gradiente se ha confirmado en Europa, Estados Unidos de 

Norteamérica, Japón, Australia y Nueva Zelanda.9S.101 

Estos datos se han ampliado recientemente, ¡dentrftcando otros lugares de baja prevalencia. 

Milanov publicó entre los gitanos de Bulgana una prevalencia de 19.1 por 100,000 y 18.4 por 

100,000 habitantes102
• En chinos de Hong Kong la prevalencia es de 0.88 por iOO,OOO 

habitantes1ffi
, Hoffman informó 3.4 a 3.7 por 100,000 habitantes en Nuevo México 1)4 y En Rusia se 

notificó una prevalencia de 11.5 por 1 00,000 habitantes. 

Otros autores han descubierto nuevas áreas de riesgo medio en Valladolid de 58.3 por 100,000 

habitantesHl5
, en Key West Florida 70.1 por 100,000 habitantes (doce veces la calculada en esas 

latitudes por modelos experimentales, de 7 a 44 veces más el promedio de áreas de latitud s\millar, 

incluyendo la ciudad de México, Hawai, Nueva Orleáns, Louisíana y Carolina del Sur), en Francia 

se reporta una prevalencia estable e 50 por 100,000 habitantes
100 y en Hungría de 65 por 100,000 

habitantes 107. 

Las nuevas áreas de alto riesgo son, entre otras: Escocia con 203-219 por 100,000 habítantes108; 

Cerdeña, Italia con 143.9 por 100,000 habitantes109 e Irlanda con 168 por 100,000 habitantes110. 

Las conclusiones que hasta el momento se pueden establecer de los estudios epidemiológicosn 

son: 1) existe un gradiente norte-sur independientemente de factores raciales o genéticos
92

, 2) 

existe una mayor diferencia en la prevalencia en ausencia de diferencias de latrtud81 ; 3) individuos 

de un mismo grupo étnico tienen un fndlce de prevalencia semejante o muy diferente en áreas 

geográficas ampliamente separadas111
; y 4) eX1sten grupos de resistencia aislada 

independientemente de la latitud l12
.
113

. En la Figura 2 se observa claramente las áreas de 

prevalencia alta, media y baja descritas hasta ahora 

B) MIGRACiÓN. 

Se ha observado que la migración COl1stituye un elemento que altera el riesgo de presentar EM 

Los migrantes tienden a adquirir el riesgo de su nuevo lugar de residencia. Sin embrago, esto no 

ocurre inmediatamente después de cambiar de residencia, habitualmente se modifica para los 
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desceooientes de los inmigrantes, lo que señala que el medio. ambiente actúa primo.rdialmente en 

los pnmeros años de vkfa93
. 

Los datos que apoyan estas conclusiones incluyen hallazgos como que los emigrantes del Reino 

Unido a Sudáfrica mantienen la prevalencia de 36 por 100,000 habitantes, a diferencIa de sus 

descendientes nacidos en dicha nación en quienes disminuyen el riesgo 11 por 100,000 

habitantes111
• El análisis postenor de [os inmigrantes de Sud áfrica reveló que quienes emigraban 

antes de los 15 años de edad tenían un riesgo más baj0 93. 

Los japoneses emigrantes a Estados Unidos de Norteaménca mantienen la baja prevalencia de la 

EM, aunque un poco más elevada que los residentes en Japón; pero sin adquirir la elevada tasa 

propia el nuevo lugar de residencia86
• POi otro tado, los descendientes de japoneses nacidos en 

Hawai continúan con una baja prevalencia y con especial afección medular y del nervio óptico 114. 

También se han estudiado a los hijos de madres vietnamitas y padres franceses migrantes a 

Francia en los primero 18 años de vida, que presentan un incremento en el riesgo para EM109
. 

Se han publicado hallazgos controvertidos como el caso de los judíos sefaraditas qUienes 

mantienen [a prevalencia de EM si emigran después de los 15 años a Asia y Afiica; y adquieren el 

riesgo bajo cuando emIgran antes de dicha edad. Sin embargo, los judfos emigrantes a América y 

Europa mantienen la prevalencia de la enfermedad incluso en sus descendientes115
• En la 

actualidad se describe que el periodo susceptible con relación a la migración es entre los 10 Y 15 

años de edad, que el periodo mínimo e exposición es de 2 años y que el de latencia puede llegar a 

ser hasta de 19 años93
• Estos hallazgos indican que los patrones genéticos son evidentes y que la 

expresión de la EM depende también de la exposición a factores externos. 

C) FACTORES GENETICOS 

Después de sus observaciones sobre la prevalencia de la EM, Kurtzke propuso el ~origen~ 

geográñco~gel1ét!co de ta enfermedad. En 1994 pubHcó la alta prevalencia en Islandia, 

Escandinavla, Islas Británicas y las Ciudades originalmente pobladas por vikingos y aquellas a 

donde llegaron sus descendientes como Estados Unidos e Norteaménca, Canadá, Australia y 

Nueva Zelanda. Propuso que los vikmgos habían dISeminado la susceptibilidad genética al resto 
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del mundo a través de sus viajes. Ellos llegaron a la mayoría de las ciudades europeas y se 

establecieron en Normandia, Sicilia y sur de Italia. También mediante el comercio con los árabes, 

alcanzaron Persia, India y quizá China. Por otra parte, migraron a Mongolia, donde e ha 

encontrado una alta prevalencIa de EM.115
•
117 

Aunque la etiología exacta no se conoce, es muy probable que la susceptibilidad a esta patología 

esté codificada en varios genes dentro fuera del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). 

D) GRUPO ETNICO 

Se ha manifestado una elevada prevalencia de EM en los raza caucásicos, a diferencia del resto 

de los grandes grupos raciales (orientales y negros). Más aún, entre los caucásicos hay algunos 

grupos especialmente vulnerables y otros con relativa resistencia a la enfermedad. Entre los 

primeros están habitantes el norte de Europa, especialmente Escandinavia, Suecia, Noruega, 

Dinamarca, Islandia, Irlanda, Estados Unidos, Canadá, Australia y Nueva Zelanda 118. La 

resistencia racial explica, por otro lado, la baja prevalencia de la enfermedad en paises de 

Africa96,119.120, en la raza negra, en India, China121
, Japón122 y sureste de Asia122. Se han 

establecido algunos aspectos clínicos de presentación han sido establecidos en relación a la raza, 

especialmente la mayor presencia de afección opticomedular en japoneses y asiáticos1Z2.123,124.125 

Además de lo ya mencionado, se han identificado algunos grupos humanos o zonas especíñcasde 

alta prevalencia de EM como: Key West en Florida125
, Los Alamas County en Nuevo MéXICO, 

Vaasa en Finlandia127
, Hordaland en Noruega 128 y Colchester County en Nueva Escocia. 

E) OTROS FACTORES ASOCIADOS. 

Se han sugelido algunos factores de nesgo de manera aISlada a fa EM. En Alcoi se detectó 

relación con el contacto con perros y ropa en los pacientes con EM l29
, así como a la ¡ngesta de 

ácidos grasos saturados, animales obesos y la latitud. Algunos han mostrado Interacción de 

factores socioeconómicos y geoc!imáticos en la probable etiología de la EM, en especial hábitos 

higiénicos, la dieta y el clima13O
• 
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2.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILlDAD (MHC). 

El complejo principal de hlstocompatibilidad o MHC (del inglés: Majar Histocompatlbllity 

Complex) es el sistema genético más polimórflco que se ha estudiado y el segmento del genoma 

humano más investigado; sus productos se expresan en la superficie de todas las células 

nucleadas. Sus genes están localizados en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda 6p21.3, 

ocupando BOOOKb (8 megabases) y numerosos gene5"31,132.
1
33. En 1948 se descubriÓ el MHC 

murino denominado región de histocompatibilidad-2 o H-2 133 cuya región homóloga en el humano 

se denomina HLA (de! inglés: Human Leucocyte Antigens). Fue descubierta en la década de les 

50's por Dausset por aglutinacIón de glóbulos blancos con sueros de individuos genéticamente 

diferentes mezclados con suero de un paciente politransfundido, condicionada por la presencia de 

anticuerpos dirigidos contra los aloantígenos desarrollados por el paciente; los antígenos se 

denominaron antígenos de leucocitos humanos (HLA), por encontrarse por primera vez sobre la 

superficie de los leucocitos132
,133. Desde su descripción se han llevado a cabo 12 conferencias 

internacionales y se han publicado múltiples investigaciones para describir la estructura, función y 

papel biológiCO de las moléculas de! HLA 131. 

La región MHC se subdivide en tres clases pnncipales, basándose en sus características 

estructurales y funcionales. La más centromérica es la reglón clase 11, de aproximadamente 1 

megabase, contiene los loci Que codifican para los antígenos HLA.-DP, DQ Y DR que se encuentran 

en pares y codifican para las cadenas alfa y beta que se expresan en la superficie de las célu!as 

ePA, de los linfOCitos T activados y de los linfocitos T cooperadores131 Estas moléculas derivaron 

ancestralmente de la supertamilla de las inmunoglobulmas y están especializadas en la 

presentación de péptidos antigénicos derivados de proteínas extracelulares a los l1nfocltos T CD4+ 

131132 En ia reglón ciase ii se iocaiizan también ios ioci HLA-üM y DO, que tiene como funCión 

facilitar el ensamble del péptido a las moléculas clase II y de los loci de las moléculas TAP que 

codifican para los transportadores asociados a presentación de antígenos y moléculas LMP que 

intervienen en e! transporte y degradación de fragmentos proteicos que sirven de anclaje a las 
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moléculas clase 1
131132

,133. Para la asociaCión entre TAP y las moléculas MHC en el retículo 

endoplásmlco, se requiere la molécula tapaslna, cuyo locus está en la posición centroménca de 

HLA-DP, entre los genes HSET y HKE 1.5132 

La reglón de clase ¡ contiene los loci HLA-A, B Y C y mide aproximadamente 2 megabases. Sus 

genes se expresan en la superficie de todas las células nuc!eadas y están Involucrados en la 

presentación de péptidos derivados predominantemente de proteínas intracelulares a linfocitos T 

CD8+. La región clase! también contiene a los genes no clásicos HLA-E, F Y G que parecen tener 

funCiones relaCionadas con [a maduración fetal y con el reconocimiento de células NK131132. 

La reglón clase 111, localizada entre clase I y clase 11, contiene diversos genes, incluyendo C2, 

C4A, C48 y Bf de la cascada del complemento, los genes CyP21A y 218 para la síntesIS de 21-

hidroxilasa, el factor de necrosIs tumoral y el gen que codifica para la proteína HSP-70 (proteína de 

choque térmico) 134 Se ha sugerido la presencia de una nueva región llamada clase IV, entre las 

regIOnes clase I y clase 111; en ella se ubican genes como TNF, LFA Y los que se expresan en 

células especializadas del sistema Inmunológico como LST1/B144 y 1ci34 El esquema del mapa 

del MHC se muestra en la Figura 3: 

ESTRUCTURA DE MOLECULAS CLASE! 

Es la región más te!oménca y contiene a los 10ei HLA-A, B Y C denominados la o genes clásicos 

clase I Cada uno de ellos codifica una cadena o:, o cadena pesada (44kD) que se une a una 02 

microglobulina (12kD), codificada en el cromosoma 15, formando una molécula Clase l que 

presenta péptidos endógenos a linfOCitos T CD8131.135 La cadena ex. tiene una reglón 

Intracltoplasmática, una transmembranal y tres dominiOS extramembranales a~1, a~2 y (i.~3 La ~-2 

mlcroglobullna se une no covalentemente con la cadena a, es una proteína no soluble presente en 

sangre y orina que le da estabilidad a la cadena ex. y ayuda en su expresión sobre la superficie de 

las células131,133. Los segmentos alfa forman una plataforma de ocho hebras betaplegadas que 

sirve de apoyo a dos hebras de hélices alfa paralelas. Las dos hélices alfa forman los lados de una 

hendidura cuya base está constituida por las hebras de la lámina beta La hendidura es del 

tamaño apropiado para unirse a péptidos de entre 9 a 11 aminoácidos El segmento alfa y la beta-



2 mlcroglobulina forman un dominio tipo inmunoglobuHna. La beta-2 mlcroglobulina interactúa con 

la plataforma de la lámina beta plegada y el dominio no polimórfico alfa-3 contiene un "bucle" que 

se proyecta y es responsable de la unión al Tc CD8+ '31
,132. La diversidad de las moléculas de 

clase I en los sitios de unión al péptldo permite la unión a un repertorio grande de péptldos, 

derivados de antígenos endógenos propios y extraños. 

Los HLA-A, 8 Y e son altamente polimórflcas; este polimorfismo es mayor que cualqUier otro 

sistema genético dentro del genoma humano. Hay más de 250 variantes alélicas del HLA-B, 120 

de HLA-A Y 70 de HLA-C. Las moléculas clase I se encuentran en la mayoría de las células 

nucleadas. Los ¡oci no clásicos HLA-E, F Y G, denominados lb ° no clásicos, son poco polimórticos 

y codifican para moléculas con una distribución muy restringida, algunos se expresan en 

trofoblastos y tejido placentario, además E y G participan en la inhibición de la citotoxlcidad 

mediada por NK y su expresión aberrante es uno de los mecanismos de evasión de tumores131
,132. 

Tapasma RING1 RING2 

DP:\pPA' RIN~3 DM~;1P! \LM\T:;2D~0~3 Dp'" DR~ D~::;i 
OPB2 : 1 I ODA j DMA I ' DOS : 11 DQB1, DRB1 1 DRB3 DRB4-S j , 

Ii!ii i ii ¡ili ¡ U¡ IJ liI iIi mil ji 

C~S Bl Hsp70 

21-0H I C4A I C2 c= 
1C7

l

iTNF 

1000 

B144 i ! I L TA MICB 

II • I I UI r,o-- II.~I I 
2000 

MICA B C X E MICC 

3000
1 

MICO 
J A !K H G MICE F MOG 

I~ 1I1 
r 

11 
,~-

3000 - 4000' 

Hfe 

'4000 

Receptores Dedos 
ol!ator'os Zn --- ----,-'--:r---' . 

6000 5000 

H.stonas H.slOn"" ~c 
---,-- ---·-70"O-O---'-'----'-'é

SOOO
' 

Telómer&:-______ _ 

Figura 3. Mapa genético del MHC. 

(Tomado de Rhodes DA, Trowsdale J Genetlcs and molecular genetlcs ofthe MHC Rev Immunogenetlcs 1999,1 21-31) 
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REGION DE CLASE II 

La estructura de las moléculas clase 1I es similar a la de la clase 1, pero son dos cadenas 

unidas a la membrana conocidas como a y B que se ensamblan no covalentemente para formar 

una hendidura de unión a antígenos que Interactúa con los CD4 de las células T. La cadena alfa 

es más grande que la cadena beta debido a una mayor glucosilación. En las moléculas clase ti, 

ambas tienen un extremo aminoterminal extracelular y un extremo carboxiterminal intracelular
133

. 

Contiene a los genes (J.. y j3 que codifican para las moléculas DR, DQ Y DP. Estos se encuentran 

organizados en pares en el cromosoma: DRA1 y DRBi, DQA1 Y OQB1, OPA1 Y DPB1. Los ¡oei 

DR, DQ Y DP son muy polimórficos, pero en DR, la diversidad se limita a la cadena DRj3 dado que 

la cadena ORa es monomórfica 131 

a) FUNCION DE LAS MOLÉCULAS HLA 

Las moléculas HLA son receptores para antígenos propios y extraños que son capturados por 

estas moléculas y son presentados a las células T. 

Las moléculas clase I se expresan en la mayoría de ias células nucleadas. mientras las 

moléculas clase II son confinadas a células especializadas en la presentación de antígenos 

(células S, células dendríticas, macrófagos) El nivel de expresión de las dos moléculas se 

aumenta por las citocinas como la interleucina-4, y-interferón y TNF-alfa. Estas citocinas actúan 

sobre elementos reguladores principalmente en la región 5' de los genes de HLA y pueden inducir 

la expresión de moléculas clase IJ en células que normalmente no las expresan como las células 

endoteliales vasculares 131133 

Las moléculas clase I generalmente capturan péptidos endóger¡os generados el1 e! citoplasma; 

por lo tanto, los péptidos que interactúan con las moléculas clase I reqUieren infección intracelular 

o una transcripción genética que conduzca a una traslaCión citopIasmática de proteínas para la 

presentación ante el sistema inmune. Los péptidos presentados por las moléculas clase I son 

generalmente reconocidos por células T antígeno-específicas con el fenotipo C08 Entonces, las 

moléculas clase I son utilizadas para presentar antígenos a células T asesinas Sin embrago, 

28 



algunas moléculas clase ¡ no-clásicas como las HLc,,-E y HLA-G se especIalizan en la presentación 

de péptidos a las células asesinas naturales (natural kiJler, NK) para eliminar células HLA-negatlvas 

'<31133 

PROCESAMIENTO Y PRESENTACiÓN DE ANTIGENOS POR MOLÉCULAS CLASE 1. 

Los linfocitos Tc reconocen péptldos endógenos derivados de antígenos protéicos que son 

procesados en el interior de las células presentadoras de antígenos y posteriormente se expresan 

en su superficie asociadas con moléculas clase r. Las proteínas virales y los productos de genes 

mutados en las células tumorales representan antígenos endógenos. El requisito para la entrada 

de una proteína en la vía de procesamiento que conduce a la unión péptido-MHC clase es la 

localizaCión en el citosoL 133 

La generación de péptldos en el citoso! depende de su proteóllsls por el proteosoma, un complejo 

multiprotéico con una amplia gama de actIVidades proteolíticas que como ya se comentó, se 

encuentra en el Citoplasma de la mayoría de las células. Las dos subunldades catalíticas 

llamadas LMP2 Y LMP7 están codificadas por genes de MHC. La expresión de LMP2 LMP7 está 

regulada positivamente por IFN-gamma. El proteosoma degrada muchas proteínas 

cito plasmáticas distintas mediante un enlace covalente de varias copias de un pequeño polipéptido 

llamado ubiquitma, proceso que requiere ATP y varias enzimas y que es el que rompe el antígeno. 

Después los LMP generan mayormente péptidos de una longitud de entre 5 a 11 aminoácidos que 

son los que mejor ajustan a las hendiduras de unión al péptldo de las moléculas clase 1132.136 

La unión de las moléculas clase I sucede en el retlculoendoplásmico El transporte de los 

péptidos del citosol al retlGuloendoplásmico depende de TAP-1 y TAP-2 131,136. La cadena alfa y la 

beta-2 mlcroglobu!ma sintetizadas en el reticuloendoplásmico rugoso son transportadas haCIa el 

reticuJoendoplásmico 1150 como cadenas pollpeptídicas separadas; la cadena alfa se asocia con las 

molécu!as chaperonas molecuiaíes S¡P y calnexina que impiden ia degradación y facilitan ei 

correcto plegamiento de la proteína 133, 136. La beta-2 mlcroglobulina se une a la cadena alfa parCial 

o completamente plegada y las chaperonas se disocian. Esta nueva unión cadenas alfa-beta-2 

mlcroglobullOa son Inestables y la calreticu!ina, el ERp57 y la tapasina las estabilizan para ser 
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transportadas con eficiencia fuera de! retlculoendoplásmico. Después se asocian con las caras 

!ummales las TAP Esto garantiza que los péptidos transportadores al reticuloendoplásmico por 

TAP se unan a las moléculas clase I vacías. Los complejos estables péptido-MHC clase I se 

trasladan a través del GOIQI, donde las moléculas MHC sufren una modificación adicional por 

hidratos de carbono, y después se transportan a la superficie de la célula mediante vesículas 

exocíticas En ese momento, los complejos de superficie pueden ser reconocidos por la célula T 

CD8+132.i36. 

Además de la vía clásica de presentación descrita, existe una vía alterna para circunstancias 

determinadas Esta vía alterna juega un Importante papel en la vigilancia de patógenos 

lntrace!ulares como Mycobacterium, Plasmodium y Leishmania, que son capaces de sobrevivir en 

los fagosomas, con destrucción de las células Infectadas 

PROCESAMIENTO Y PRESENTACiÓN DE ANTIGENOS POR MOLÉCULAS HLA CLASE 11. 

Las células presentadoras de antígenos presentan los complejos péptido-MHC a células Th, 

induciendo a expresar Cltocinas y nuevas moléculas de superficie, iniciándose el proceso de 

expansión clonal de células T y de sus funcIOnes efectoras. Las células T activadas estimulan 

funciones de presentación del antígeno por células próximas atrayendo así ePAs y estimulando las 

funciones efectoras de las células S137. El paso inicial es la unión de un antígeno nativo a una 

célula presentadora Los macrófagos y las células dendríticas unen muchas proteínas diferentes, 

a las moléculas de superfIcIe se mternahzan a través de un proceso de fagocitosis o plnocitos\s 

Las moléculas de superficie median también la unión y postenor mternallzación del antígeno a 

través del Fc de las inmunoglobulinas y los receptores para C3b del complemento presentes en la 

superficie de los macrófagos o de la Ig receptora de antígeno sobre el linfocito S. Los antígenos 

internallzados se localizan en vesículas intracelulares unidas por membranas !Jamadas 

endoso mas 132136. En ios endoso mas y lisosomas se lleva a cabo el procesamiento del antígeno 

pues tienen el pH áCido necesariO para que se activen las proteasas como catepslna y 

leucopeptma, generando péptldos con una longitud de 10 a 30 aminoáCidos y que se unen a las 

hendiduras de unión de las moléculas clase 11 Las cadenas alfa y beta de las moléculas clase JI se 
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Sintetizan y asocian entre sí de forma coordmada en el retlculoendoplásmico. Los heterodímeros 

se unen a calnexlna que funciona como chaperona molecular para un adecuado plegamiento de 

las cadenas alfa y beta y también se unen a una proteina no pollmórflca llamada cadena invariable 

(Ii) 132.i33. La Ií nativa es homatrimero y cada subunldad se une a un heterodímero alfa y beta de 

clase l! recién s!Jltetizados, formando un complejo catenaria de 9 pollpéptldos. Una vez realizada 

está unión se libera calexlna y el complejo sale del retlculoendoplásmico, la Ji Impide que los 

péptidos nacientes no plegados se unan a los heterodímeros clase 1I recién formados y los dirige 

también hacia los organeJos endosómicüsllisosómlcos donde serán degradados mediante 

proteolisis. Estos organelos se denomina compatlmentos MHC clase II o MUC, y poseen 

propiedades de una vesícula en transiCión entre endosoma y llsosoma La proteolisis libera la 

mayor parte de la li, permaneciendo en la mayoría de los alelas fragmentos llamados péptidos de 

la cadena Invariable asociados a clase JI (CLlP)137. En el interior del MIIC, Jos CLIP son eliminados 

de las moléculas MHC clase [J por [a acción combinada de enzimas proteolíticas y la molécula 

HLA-DM dándole estabilidad a clase JI, pues actúa como molécula de intercambiO de péptidos, 

facilitando la e!lminación de CLlp136
• La molécula HLA-DO se asocia a HLA-DM regulandO su 

actividad y plegando correctamente a clase JI para que pueda unir péptidos formando complejos 

estables. Cuando los CLIP son eliminados, los péptldos se unen a clase 11. Los complejos 

estables péptido-MHC clase 11 son transportados a la superficie de la célula mediante la fusión de 

la membrana con vesículas exocítlcas, donde son expuestos a las células Th CD4+ 133. 

NOMENCLATURA DE LOS GENES HLA. 

Por el constante Incremento en el número de genes y alelas presentes del CMH, su 

nomenclatura se modifica frecuentemente. Existen 268 vanantes aléHcas de las moléculas HLA·B, 

124 alelas de HLA-A y 74 alelas de HLA-C, las variantes aléllcas de DR son 273, 58 DQ Y 99 

alelos de OP',33. Para!a proteína que se define por serología o por téCnicas celUlares, sólo se 

indica el !ocus y un número, por ejemplo· HLA-A24, B7, Cw2, DR1, etc. Cuando la determinación 

del alelo se hace por técnicas moleculares, se denomina con la letra del locus y un astenSCO 

segUido de números que representan: los dos primeros indican la espeCifiCidad, la cual representa 
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la definición serológlca; ¡os siguientes dos mdlcan su subtipo molecular, por ejemplo: DRB1*D101 

que es una de las 6 variantes descritas para DR1; el quinto dígito identifica variantes que solo se 

d¡ferenc¡an por una mutación slnónlma (DQA 1 *03011, por ejemplo); finalmente el sexto y séptimo 

números Identifican poUmorfismos en los mtrones o en las secuencias que flanquean al alejo, por 

ejemplo A*0301102. Un alejo nulo se expresa con una "NH final y uno que tiene niveles de 

expresión disminuidos se le añade una llL,,131.13.9. En el Cuadro 6 se ejemplifica el método de la 

nomenclatura del HLA y en el Cuadro 7 se muestra la nomenclatura de dIferentes alelos. 

Cuadro 6. Nomenclatura HLA 

Nomenclatura 

HLA 

HLA-DRB1 

HLA-DRB1"13 

HLA-DRB1*1301 

HLA-DRB1*13D1N 

HLA-DRB1*1301L 

HLA-DRB1"13012 

HLA-DRB1"13C1102 

HLA-DRB1"'1301102N 

Indica: 

Región HLA Y prefijo del gen HLA 

Un locus particular del MHC, EJ DRB1 

Un grupo de alelos que Codifican para el antígeno DR13 

Alelo HLA específico 

Alelo nulo 

Alelo de baja expresión 

Alelo que difiere en una mutación slnónlma 

Alelo que contlene una mutación fuera de la reglón Codlflcante 

Alelo nulo que contiene una mutación fuera de la reglón codlficante 

Tomado dellMGT webslte<http'!Jwww ebLac uk!imgtlhla! 

Cuadro 7 - Ejemplos de nomenclatura de alelas HLA 

HLA-A 

HLA-B 

HLA-C 

HLA-E 

HlA-G 

HLA-OR 

HLA-OQ 

HLA-DP 

Serología 

A1 

B7 

Cw1 

DR4 

DQ2 

DPw3 

12 

Alelos 

N0101-03 

B"0702-07013 

Cw"0102-0103 

E*Q101~0104 

G*01011~01018 

DR 1 B*0401-0430 

DOB 1 *020 1-0203 

DPB1"0301 



b) HLA Y ENFERMEDAD. 

Los alelos HLA frecuentemente se asocian a enfermedades 131140, 141, particularmente, 

autoinmunes. Las asociaciones descritas hasta ahora en la mayoría de los casos no son 

absolutas y la susceptibilidad depende de alelas o haplotipos que también están presentes en 

¡ndlviduos sanos por lo que [a autoinmunidad no resulta de mutaciones raras que ocurran en los 

pacientes. Basados en las descripciones de las más de 400 enfermedades relacionadas a HLA, se 

han descrito algunas características de las patologías asociadas a HLA: 

1) San poligénlcas y multifadorlales. 

2) La mayoría son de naturaleza autoinmune, peíO con enfeímedades infecciosas y 

metabólicas también relacionadas. 

3) Los factores ambientales tienen un importante papel en la expresión de la enfermedad. 

4) La susceptibilidad está determinada por múltiples genes, ligados y no ligados a H1A 

5) No se conoce el evento desencadenante. 

6) Las enfermedades no ejercen presión selectiva sobre la población 

La diabetes meJlitu5-lnsullno dependiente se asocia a HLA DR3 Y DR4, esta asociación puede 

ser secundaria a una asociación con HLA 002 Y D03142
. 

reumato!ógicas se han asociado a HLA DR3 Y OOi 31
• 

Muchas de las enfermedades 

El mecanismo subyacente en la asociación de HU\. con enfermedades autoinmunes no se 

conoce, Sin embargo, una posibilidad es que esas formas alélicas de las moléculas clase II pueden 

presentar de manera selectiva autoantígenos a las células T. Esto podría representar mayor 

predisposición o susceptibilidad para manifestar las enfermedades en los Individuos portadores de 

dichos alelas 131 

Algunas asociaciones de enfermedad con HLA son de importancia diagnóstica. El mejor ejemplo 

es la asociación de HU\. 827 con la espondilitis anquilosante Más del 95% de los pacientes con 

espondl11tls anqullosante pueden expresar el HLA 827, independíentemente del grupo étnico del 

que procedan. Sin embargo, la presencia de HU\. 827 no es diagnóstica de espondilitis 

anqullosante ya que puede ser encontrado hasta en el 7% de caucásicos143
. lncluso, se ha 



reportado la contribución de los subtipos de 827 en diferentes grupos etarios de pacientes con 

espondHitls anqUllosantel~4 En esta misma patología, se ha reportado la influencia de ciertos 

alelas como HLA~DRB1 *08 para determinar el fenotipo de la espondlloartritls en pacientes 

mexicanos 1~5: para tener un major nesgo de desarrollar uveítis anterior aguda asociado al 

polimorflsmo de LMP2 146 La asociación del HLA DR2 con narcolepsia es semejante a la del 

HLA 827 COn espond\\\t\s anqu\\osante; más dei 90%, de los pacientes con narcolepsla son 

portadores de este alelo 147 La presencia de ciertos alelas HLA pueden aumentar el riesgo para 

desarrollar ciertas enfermedades Siendo Importante en algunas situaciones. Por ejemplo, en una 

familia con vanos miembros afectados con diabetes mellitus insulino~dependiente, la presencia de 

HLA OR3 o DR4 puede predecir cual de los individuos asintomátlcos está en mayor riesgo de 

manifestar la patología. 

La fuerte asociación de HLA DR4 con artritis reumatolde (en 70% de los paCientes) puede tener 

Implicaciones pronóstlcas, ya que se describe que los pacientes homocigotos para ciertos alelas 

DR4 tienen mayor pOSibilidad de mamfestar una forma agresiva de la artritis reumatoide 14
8. En 

pacientes mexicanos con artritis reumatoide también se ha demostrado que la sevendad 

correlaciona con la presencia de DQA1*0311~DQB1*0302 en combmación con cualquier subtipo 

DR4 149 Hay enfermedades que se heredan con un patrón Mendeliano simple que se han 

asociado con ciertos alelos del HLA. Estas incluyen la hemocromatosls hereditaria, la deficiencia 

congénita de 21-hidroxilasa y la deficienCia de C2 131 

La asociaCión de HLA con enfermedades neurológicas es extraordinana. Esta incluye la 

aSOCiaCión más fuerte conocida del HLA, la narcolepsla; también la más estudiada, en esclerosIs 

múltiple. Otras aSOCiaCiones documentadas son la mlastenla gravls y la epilepsia mloclónica 

Juvenil 141 

HLA Y ESCLEROSIS MÚLTIPLE. 

La esclerosIs múltiple, como ya se comentó, es una enfermedad del sistema nervioso central con 

características mflamatonas conSiderada de etiología autommune 150151 Su asociación con HLA 

se demostró desde 1972, pnmero con clase ¡ con los alelas A3 y 67, postenormente con clase 11, 
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específicamente Dw2. La asociación con Dw2, DR15 y DQ6 ha sido confirmada en múltiples 

estudios, espec1almente en poblaciones de Europa occidentaL Se han descrito otras asociaciones, 

sin ser totalmente confirmadas 34,38,36 

ASOCIACiÓN CON HLA-Dw2. 

Con los nuevos métodos en la identificación de los alelos y la determinación del HLA por 

métodos celulares primero y luego genómicos, la asociación con Dw2 se mantiene en la mayoría 

de las poblaciones estudiadas En nomenclatura genómica, la especificidad celular Dw2 

corresponde a DRB1'1S01, DRBS'0101, DQA1'0102 y DQB1'0602. Para determinar 

asociaciones del HLA en EM, se deben utilizar técnicas moleculares con suficiente resolución Dara 

distingUir al menos el DR81*1501 de otros subtipos de DR2. Utilizando solamente métodos 

serológicos para determinación de DR2, los resultados pueden ser confusos especialmente en 

poblaCiones donde otros haplotipos DR2 diferentes al Dw2 sean comunes. Con técnicas celulares 

o moleculares, es posible distinguir Dw2 de otros DR2 específicamente el Dw12, el Dw21 y el 

Dw22, que por serología se determinan como DR2. Por estas razones, la impresión general es 

que la asociación con DR2 esta confinada a los europeos. Un ejemplo de [o anterior es un estudio 

publicado de población gitana húngara, donde se demostró una alta frecuencia de DR2, pero sin 

evidenCiar una asociación de EM con este haplotipo; sin embargo, por técnicas moleculares se 

demostró que la población expresaba ORB1*1601 en lugar de DRB1*í501.141 

Con el uso de estas técnicas se ha demostrado un incremento significativo del hap[otipo 

DRB1 "'1501-DR85*01 01-DQA 1 *0102-0061*0602 en [a mayoría de pob[aclones estud1adas 152. 

Se ha determmado, que la aSOCiación en caucásIcos con DR81*1501, DQ81*0602 y 

DQA1*0102 confiere un nesgo relativo de 4.0 para desarrollar EM60
,153. 

La secuencia de DNA de los genes DR y DO de los hap[otipos Dw presente en pacientes con EM 

es Idéntica a la secuencia de los controles Dw2-positivos. El análisis del polimorfismo en los 

pacientes con EM y Dw2 en los sanos muestra resultados idénticos. Lo anterior indica que se trata 

de un Dw2 normal y no de una variante mutante que aumenta el nesgo de EM 154,155 
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En poblacIOnes europeas, este haplotipo e5 primario en la EM. Alrededor del 60% de los 

pacientes son portadores. Sin embargo, si se hace a un lado esta asociación se pueden observar 

otros alelos secundarios Involucrados. Una de estas posibles asociaciones es con el haplotipo 

DR17 y 002, que corresponden a DRB1*0301, DRB3"'0101, 00A1"'0501 y D081*0201 141
• 

Se ha publicado también con mayor frecuencia, una aparente asociación de pacientes con EM y 

OR3 sin Begar a confirmarse aún156.157158.15S,160. La asociación con otros haplotipos ha sido 

publicada en diferentes grupos étnicos. Se ha sugeridO la asociación con DR4 en árabes y en 

pacientes de Cerdeña161.162. Estudios postenores en Cerdeña demostraron una fuerte asociación 

con DRB1*0301 y menos con DR81"'04, especialmente en subtipo ORB1"0405. El OR6 ha sido 

informado en japoneses y mexicanos163.164. Recientemente, sin embargo, la asociación de OR6 en 

Japoneses no se confirmó, pero si la asociación con DR2 y 0081*0602 165. Recientemente se 

encontró un incremento de los alelas DR15-DQ6 y DR13-0Q7 y una disminución de DR1-DQ5 en 

España166. En población judía se describe la susceptibilidad definitiva condicionada por 

ORB1*1501, DQA1*0102 y D081*0602 en Ashkenazis y no-Ashkenazis; sin embargo, en los 

sefaraditas el gen de susceptibilidad es DRB1*1303. Este alelo está serológicamente relacionado 

con DR6 y OR13 (un subtipo de DR6) que se encontró en [a población mexicana 167. Por otro lado, 

se ha Involucrado también al OPw4. Tampoco se ha demostrado una asociación específica con 

OPA y DPB independiente del Dw2. 141 

HLA Y SUBTIPOS CLlNICOS DE EM. 

Como se deSCribió previamente, la EM se divide en subtipos clínicos. Se han propuesto 

diferentes asociaciones de HLA con cada sUbtipo168, sin embargo son controvertldas169. En un 

estudio reciente de población japonesa, los pacientes se dividieron en dos subtipos clínicos de EM, 

una forma europea y otra forma asiática. Se demostró que los alelos DRB1*1501 y ORB5*0101 

son de susceptibilidad en el tipo europeo (41%), vs sanos (14%) y no en los del tipO asiático 

(O%ro Por otro lado, el DRB1*0403 se halla incrementado en la forma occidental aunque al 

corregir el valor de p, la asociaCión s pierde otras investigaCiones en Japoneses han postulado al 
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DRB1*0802. Recientemente, se evidenció que la forma ocu\o-espinal en japoneses se asocta a 

DP81 "'0501 que no se encuentra habitualmente en la EM convencional y en la que la 

susceptibilidad depende en parte del DPB1 *0301 1
'1. En estudios prevIos con pacientes con 

neuritis óptica con la pOSibilidad de desarrollar EM, no se ha podido confirmar mayor riesgo que 

para la población general portadora de Dw2172
.
173

• En relaCión al pronóstico de la EM según su 

asociación con los diferentes alelas del HLA, se ha sugerido que DR1, DQ5 Y DRi7, DQ2 se 

asocian con peor pronóstico. 174 

ASOCIACiÓN CON HLA CLASE 1. 

Usando técnicas genómicas de determinación de! HLA clase 1, recientemente se ha encontrado 

que la asociación descrita originalmente con HLA-A3 es, sorprendentemente, independiente de la 

asociación con Dw2, mientras que con 87 no lo es 141. No se han encontrado asociaciones 

adicionales con HLA-C. Un dato también interesante es el hecho que el alelo A2 esta disminuido 

independientemente del Dw2. Lo anterior sugiere una influencia protectora de los genes en HLA 

clase 1, fenómeno descrito previamente en la EAE. Recientemente se publicó en un grupo de 

pacientes suecos con EM que el alelo HLA-A*0301 aumenta el riesgo de EM independientemente 

de DRB1*15 y DQB1*06. Además que e! HLA-A*0201 disminuye el riesgo en general y para los 

portadores de DRB1*15 y DQB1 *06 de 3.6 a 1.5175
. Por otro lado, mteresantemente, en un estudio 

reciente de pacientes en una región de España se evidencIó la asociación de HLA-Cw7 en 48% de 

los pacientes contra 21 % en los controles sanos. 176 

En relación con genes relacionados a moléculas clase 1, especif!camente [as moléculas TAP ya 

mencionadas, que se habían propuesto como probables condicionantes de mayor susceptibilidad 

para la EM no se han confirmado58.59
• 

HLA Y EM EN MÉXICO 

En MéXICO se observó el mcremento de la EM en poblaciones hospitalarias en los últimos 20 

años, con el propósito de defmir la situación real de la enfermedad, ya que en 1970 Altery Olivares 
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177 publicaron una prevalencia de 1.6 por 100,000 habitantes, una de las tasas más bajas del 

mundo Sin embargo, este estudio se realizó solo con pacientes que tiene acceso al servicio 

médico de los trabajadores del estado y no en población abierta. La prevalencia real de EM en 

México no está definida, pero los estudios recientes han propuesto un aumento en la prevalencia 

de EM 89178, implicando hechos como un mejor diagnóstico por contar con la infraestructura 

necesaria para el mismo, sm embargo, la determinación de! HLA en estos pacientes no ha Sido 

totalmente descrita. En un estudio publicado en 1986 por Gorodezky y COIS. l64 de 52 pacientes 

con diagnóstico de EM, se publicó asociación clara de DR6 (semejante a los hallazgos en 

población japonesa), DR13 y la combinación de A3, 87 Y DR2. También se propone una 

asociación de los marcadores DR con la gravedad de !a er¡ferITledad. 

En este mismo estudio 164 se propuso que la ~mezcla~ de raza y cultura son los factores más 

importantes en determinar el riesgo de manifestar la enfermedad, influenciados por una mayor 

urbantzación y la mejoría de los hábitos dietéticos. También se determinó que !a genética racial 

tiene influencia más importante en [a etiología de [a EM que la localización geográfica8
, 9.164. 
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PROTOCOLO DE ESTUDIO. 

Planteamiento del problema 

¿Existe contribución de los genes Clase I y Clase 1I detenninados a nivel molecular a nivel de 

a[el0 del HLA en la presentación clínica y pronóstico de la Esclerosis Múltiple en pacientes 

mestizos mexicanos? 

HIPOTESIS. 

Ha: Los genes del HLA no contribuyen en la presentación, manlfestac'lones y pronóstico de la 

Esclerosis Múltipie en mestizos mexicanos. 

Ha: Los genes del HLA si contribuyen en la presentación, manifestaciones y pronóstico de la 

Esclerosis Múltiple en mestizos mexicanos. 

OBJETIVOS 

General. 

1.- Demostrar cuales son los genes del HLA Clase I y Clase 11 que contribuyen a la expresión de la 

Esclerosis Múltiple en mestizos mexicanos. 

Particulares. 

1.- Clasificar los aspectos clínicos y epidemiológicos de la Esclerosis Múltiple en un grupo de 

pacientes mestizos mexicanos. 

2.- Tipificar los alelas a nivel molecular de los genes Clase 11 del HLA y los antígenos clase por 

técnIcas de doble fluorescencia. 

3 - Demostrar mediante un amJlIsls estadístico sí al r;orTlparar la distribución aléllca entre pacientes 

y sanos eXiste alguna asociación significativa 
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MATERIAL Y METODOS. 

Tipo de estudio. 

Se realízó un estudio prospectivo. transversal, experimental de casos y controles. 

Población en estudio 

Se incluyeron 51 pacientes con diagnóstico establecido de EM, según los critenos aceptados 

internaCionalmente, que nacieron, viven y han vIvido en México Sin antecedente de familiares 

extranjeros hasta la tercera generación o el antecedente de un familiar español solamente; vistos 

en la clínica de EM y servIcio de Neurología del Instituto Nacional de Neurología y Neurocirugía 

(l. N N N.) de México, D.F. de abnl de 1999 a abril del 2000. 

Grupo tesflgo. 

Se Integró un grupo control integrado por 170 individuos aparentemente sanos, familiarmente no 

relacionados, sin antecedentes familiares o personales de la enfermedad estudiada o algún otro 

padecimiento autoinmune. Todos ellos son mestizos mexicanos onginarios en su mayoría de la 

zona del altiplano, cuyos padres, abuelos bisabuelos fueron y son mestizos mexicanos nacidos en 

México y con apellidos hispániCOS. Los sUjetos incorporados forman parte del persona! del InDRE, 

estudiantes y donadores voluntarios de médula ósea. 

Los análisIs del MHC se llevaron a cabo en el Departamento de lnmunogenética de! lnDRE. 

Cnterios de Inc{usJón' 

Mestizos mexicanos con diagnóstico clínico de Esclerosis Múltiple (EM). 

Ambos sexos. 

Criterios diagnósticos para EsclerosIs Múltiple 

1.- Alteración específica y objetiva del SNC en la exploración neuroJóglca. 

2 - La alteración debe mclUlr predommantemente tractos largos de la sustancia blanca, incluyendo: 

vía piramidal, vías cerebelosas, fascículo longitudinal medio, nerViO óptiCO y columnas posteriores 

3.- Por histOria o al examen físico afeCCión de dos o más áreas del SNC, 

c) La IRM puede ser utilizada para documentar la segunda leSión Las leslOnes en IRM deben 

ser cuatro leSiones Involucrando sustancia blanca o tres SI una de ellas es periventrícular 



Deben ser mayores de 3mm Para pacientes mayores de 50 años, se deben de cumplrr al 

menos 2 de los sigUientes criterios por imagen: a) lesiones =/> 5mm; b) lesiones 

penventriculares y c) lesiones en fosa postenor 

d) Los potenciales evocados pueden ser utilizados para documentar la segunda lesión cuando el 

examen fíSICO no la documente 

4.- El patrón clíniCO debe consistir en a} dos o más episodios separados de afección a! SNC en 

diferentes sitiOS, de una duración al menos de 24 horas y con un mes de separación, o b} 

progresión gradual en un lapso de 6 meses si se acompaña de aumento en la síntesis de IgG en 

dos o más bandas oligocJonales en el LCR. 

5 - Inicio entre los 15 y 60 años de edad. 

6.- Las mamfestaciones del paciente no deben ser atribuib[es a otra enfermedad, ¡ocluyendo [a 

determinación de: análisis de! LCR. [RM de cráneo y/o médula espinal, niveles de 812, ViruS de 

Inmunodefíciencia humana, VSG, factor reumatoide, anticuerpos antinucleares, VDRL, enzima 

convertidora de angiotensina (cuando exista sospecha de sarcoidosis), serología para Borrelia 

(enfermedad de Lyme), áCidos grasos de cadena muy larga adrenoleucodistrofia) y lactato en LCR, 

biopsia muscular o análisIs de DNA mltocondrial (para mitocondnopatías). 

Según estos criterios, se determinan diferentes categorías diagnósticas: 

EM definitiva.- si se cumplen los seis criterios. 

EM probab[e.- si se cumplen los seis criterios excepto: a) una anonnalidad objetiva a pesar 

de dos episodios sintomáticos o b) un episodio sintomático a pesar de dos o más 

anormalidades objetivas. 

Riesgo de EM.~ si se cumplen los seis criterios excepto solo un episodio sintomático y una 

anormalidad objetiva. 

Critenos de Exclusión: 

Padres o abuelos extranjeros. 

No autonzación para partlclpar en el estudio. 

Muestras Incompletas. 
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Variables: 

Se tomaron en cuenta datos clínicos y epidemiológicos; 

Género: mascu!lno y femenino. 

Edad. 

Estado civil soltería, matrimonio, unión libre, divorcio, separación, viudez. 

Lugar de nacimiento. 

Lugar de residencia. 

Lugar de nacimiento de padres y abuelos. 

Antecedente de familiares con EM. 

Historia de viajes al extranjero (incluyendo el lugar y tiempo de permanencia) 

Escolaridad' ninguna, primaria incompleta, primaria completa, secundarla, preparatoria, 

carrera técnica, licenciatura, postgrado, otros 

Ocupación: ninguna, hogar, estudiante, obrero, empleado, negocIo propiO, agricultor, 

profeslonista, otra, 

Edad de miclo de la EM 

Pnmer síntoma' motor, senSitiVO, neuritis óptica, diplopia, ataxia, mielitis transversa, dolor o 

vértigo. 

Factor desencadenante identificado: embarazo, puerperio. Vacunación, c'lrugía, infección, 

traumatismo, tensión emocional, otro. 

Fecha de diagnóstico con el tiempo de evolución 

Forma clínica' brote-remisión, progresiva-primaria, progreslva-secundana y recurrente­

progresiva. 

Número de ataques prevIOs. uno, de dos a CinCO, de seis a nueve y más de diez. 

Tratamiento de los brotes' bolos de metUpredniso!ona, prednisona V.O, otíO 

Inmunosupresor 

Respuesta al tratamiento de brotes: recuperación total, recuperación con secuela y 

ausencia de efecto 
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Enfermedades asociadas' diabetes mellltus, hipertensión arteria!, epilepsia, trastorno 

pSiquiátrico, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, dlstlroldismo, hepatitis 

autoinmune, otra. 

Tratamiento actual. rehabilitación, esterolde, Interferon, ninguno, otro 

Respuesta al tratamiento actual recuperación total, recuperación con secuela, no efecto. 

Se revisaron los estudios paraclínicos realizados, tomando en cuenta su normalidad o 

anormalidad de: 

Tomografía de cráneo. 

Imagen de Resonancia Magnética de cráneo. 

Potenciales Multimodales (PEMM) 

LCR: medición de glucosa, proteínas, presencia de bandas oligoclonales y ce!ularidad 

Aspectos genéticos y moleculares 

Determinación de! grupo sanguíneo ABO. 

Determinación de los alelos HLA: Clase I mediante la técnica !infomicrocitotoxicidad por 

doble finción de fluoresceína sobre linfocitos T separados por perlas magnéticas y los 

Clase 11 mediante PCRwSSOP. 

PROCEDIMIENTOS 

Obtención de DNA. 

La purificación se realizó por el método de proteinasa K, fenol-cloroformowalcohol isoamíllco' 

A cada uno de los 'lndividuos estudiados se le extrajeron 20 mL de sangre periférica utilizando 

EDTA como anticoagulante. 

2 La sangre total se centnfugó a 3 000 rpm (1600 g) durante 15 min a 4°C y se desechó el 

plasma 
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3. La capa superior de glóbulos blancos o ~buffy coat" se transflnó a otro tubo (pueden pasar 

también algunos entrocitos). Se agregó solUCión de liSIS I hasta llenar el tubo y se agitó 

sllavemente. 

4 Se centrifugó a 3 000 rpm durante 15 min a 4°C y se desechó el sobrenadante_ 

5_ Los dos pasos anteriores se repitieron hasta que las células blancas quedaron libres de 

er¡trocltos (generalmente dos lisis fueron suficientes). 

6. Al paquete de células blancas se le agregó solución de lisis !l y se agitó para desprenderlo del 

tubo. Se completó el volumen con la solUCión de lisis 11. 

7. Se centrifugó nuevamente a 3 000 rpm durante 15 min a 4°C y se desechó cuidadosamente el 

sobrenadante. El paquete de núcleos que estaba en el fondo del tubo se resuspendió en 1 mL 

de SSC 1X. 

8 Se añadieron 4 mL del amortiguador de liSIS para glóbulos blancos (WCLB) y se dejó 

incubando toda la noche a 53°C en baño maría. 

9 Se añadió un volumen equivalente (v/v) de fenol saturado y se agitó suavemente hasta obtener 

una emulsión completa. 

10. Se centrifugó nuevamente 15 mm a 3 000 rpm a 4°C y la fase superior se pasó a un tubo 

limpio cuidando de no tomar la interfase donde se encontraban las proteínas precipitadas 

11. Se repitió una vez esta extracción con feno! saturado de la misma manera y después se hizo 

una vez más con soiüción de fenol~cloiOformo y otra con cioroformoiaicohoi isoamílico. 

12. La fase superior de la última extracción se pasó a un tubo nuevo y se añadió NaCI 5M para 

obtener una concentración final de 100 mM (aprox. 200 tLL) e isopropanol absoluto frío 

volumen a volumen. 

13. Se agitó suavemente hasta que el DNA formó un precipitada blanco que parece una medusa. 

Esta se recogió con la punta de una varilla 

14 Se enjuagó con etanol al 70% frío sumergiendo y sacando la vanlla con el DNA y se dejó 

secar el DNA. Postenormente se resuspendló en TE 1X en un tubo eppendorf (el volumen 

dependiÓ del tamaño de la medusa). 

15. La concentración del DNA se obtuvo leyendo la absorbancia que tiene a 260 nm contra un 

blanco de TE 1 X A! multlpllcar la lectura por 50 y por el factor de dilución se obtuvo la 

concentración que se expresa en ¡.tg/mL. 
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Separación de linfOCitos T con perlas magnéticas 

Las perlas superparamagnéticas son partículas de menos de 1 micra de diámetro que se cubren 

con anticuerpos monoclona!es, y se concentran mediante el uso de un campo magnético. Cuando 

se deja de aplicar el campo magnético, las perlas pierden cualquier magnetismo residual y pueden 

ser magnetizadas y dispersadas repetidamente. La especificidad del anticuerpo monoc!onal que 

se les acopla a las perlas, determina el tipo de célula que se colecta. 

Para \a separación de linfocitos T se le acopla a la superticie de tas perlas magnéticas el 

anticuerpo monoc!onal anti CD2 que se une específicamente al receptor de rosetas E que está 

sobre los linfocitos T. El uso de un ~revelador" funciona como anti-aglutinante y facilita la función 

de las perlas magnéticas. 

Método 

1.- Tomar 20-30 ml de sangíe en tubos vacutainer con ACD. De estos, se utilizan dos tubos (12 

ml) para la separaGÍón de linfocitos T 

2 - Centrifugar 10 min a 2000 rpm. 

3.- Aspirar el concentrado celular del paquete globular (~buffy coat") y transferirlo a un tubo de 

v¡drlo de 10 mL. 

4.- Resuspender el reactivo de Fluorobeads T agitando intensamente en el vortex durante 10 

segundos. 

5 - Adicionar 100 ml (se pueden usar 45 mL para 12 ml) de [a suspensión de fjuorobeads T a la 

muestra. 

6.- Mezclar bien por inversión de 2 a:; veces. 

7 - Agitar durante 3 minutos en un agitador rotatoflO. 

8.- Añadir de 2 a 3 ml de la solución de trabajo del revelador "developer r y mezclar bien por 

inverSión. 

9 - Colocar el tubo en la barra magnética durante 3 minutos. 

10.- Extraer el sobrenadante del tubo sin retirarlo de la barra magnética. 

11 - Adicionar alrededor de 5 ml de PBS, y colocar durante un minuto en la barra, con el 

objeto de lavarlas células. 

12.- Descartar todo el sobrenadante 

13.- Lavar una vez más con 2 mL PBS durante un mínuto. 

14.- Descartar todo el sobrenadante. 
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15 - Resuspender en 1 mL de medio MeCo'} modificado 'J pasar la suspensión a un tubo Ftsher 

16 - Colocarlo en la barra magnética 

17 - Descartar absolutamente todo el sobrenadante. 

18.- Adicionar 0.5 mL de acetato de carbox\fluoresceína. 

19 - Mezclar bien e incubar el tubo en forma hOrizontal ( a 37° C durante 15 minutos, en la 

obscuridad). 

20.- Colocar el tubo Fisher en [a barra magnética durante un minuto. 

21 - Descartar el sobrenadante. 

22 - Hacer 2 lavados de un minuto cada uno de ellos con 1 mL de medio McCoy modificado. 

23 - Resuspender las células en 0.5 mL de medio McCoy modificado 

24.- Colocar entre porta y cubreobjetos una gota de la muestra y una gota de naranja de 

acridlna/bromuro de etidio. Observar al microscopio, verificando que la viabilidad sea mayor 

del 90% y que haya una concentración alta de células. 

Tipificación de antígenos HLA Clase I mediante doble fluorescencia 

Este método consiste en la tipificación de antígenos HLA mediante la técnica de 

microllnfocitotoxlcldad. Se usan los ¡¡nfocitos T separados con perlas magnéticas. La reacción de 

citotoxicidad se hace evidente mediante una tinción de doble fluorescencia. 

El acetato de carboxlfluoresceína es un colorante vital, capaz de atravesar la membrana intacta 

de las células por lo que da una fluorescencia verde cuando el colorante se excita a 490 nm debido 

a que ciertas enzimas celulares inespecíficas lo convierten en carboxifluoresceína polar. Otros 

colorantes como el naranja de acridina, bromuro de etidlo y el yoduro de propidío tiene una acción 

similar; el primero da una coloración verde que indica que las células están Viables. Los otros dos 

tiñen de roJo a las células muertas. 

El bromuro de etldlO y el yoduro de propldio son casi idénticos Ambos se incorporan al DNA y 

emiten una fluorescencia roja a 650 nm y a 620 nm respectivamente, cuando la eXCitaCión de luz 

es de 490 nm. Estos reactivos incrementan la intensidad de la fluorescencia 100 veces después 

de su integración al DNA. Son tlnciones vitales, por lo que las membranas intactas los excluyen 

Nota: Debido a que estos últimos dos colorantes son oncogénlcos, es Importante manejarlos con 

guantes y tomar todas las precauciones necesarias. 



Así mismo es necesario el uso de un "quench" (apoyador de emisiones de electrones) para 

minimizar el fondo de la fluorescencia, y es Importante agregar EDTA a éste, para detener la 

activación de la cascada de complemento. 

Método 

1 ~ Con una microJennga múltiple se toma de la suspensión de los linfocitos T (1 5~2 5X1 06 cel/mL) 

obtenidos mediante el método de purificación con perlas magnéticas. Colocar 1 mL en cada 

una de las excavaciones de la micro placa, que previamente se lleno con los antisueros 

correspondientes Se agita unos segundos en el vortex. En las cajas con antisueros 

específicos para los antígenos de clase I se colocan las muestras de linfocitos T. 

2.~ Incubar las placas con antisueros para 10cI A, 8 Y C 30 minutos a temperatura ambiente 

3.~ Agregar 5 ).tL de complemento de conejo a cada pozo. El tipO de complemento depende de la 

clase de linfocitos que se van a tipificar. 

Nota el ioduro de propidio se añade al complemento antes de ponerlo en las placas. Se 

utilizan 20 ml de yoduro de propidlo por cada ml de complemento. 

4.~ Incubar ambas microp!acas con anbsueros para clase! durante una hora a temperatura 

ambiente en la obscuridad. 

5.~ Adicionar 5 mL de tinta china en las microplacas para clase 1. 

6.~ Leer las placas en un microscopio invertido de fluorescencia a 250 aumentos. Calcular el 

número de células vIVas y muertas. Si [a reacción Ag/Ac/complemento se llevó a cabo, las 

células vivas se verán con una fluorescencia verde y las células muertas roja. 

7.~ Los resultados se informan como el porcentaje de mortalidad utiHzando el código oficia! de 

todos los laboratOrios de hlstocompatlbilidad del mundo que incluye valores de símbolo (- y +) y 

numériCOS (1, 2, 4, 6 Y 8) para definir el resultado de la prueba de microlinfocitotoxlcidad 

o al 10% de mortalidad (1) Negativo 

11 al 20% de mortalidad -/+ (2) Negativo dudoso 

21 al 50% de mortalidad +/- (4) Positivo dudoso 

51 al 80% de mortalidad ++ (6) PositiVO 

81 al 100% de mortalidad H+ (8) PositiVO intenso 

(O) No definible 

Nota. Las placas se pueden almacenar a 2~5() C un máximo de 3 días para su lectura. 
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Tipificación de genes clase jj por PCR-SSOP 

Para la tipificación de los locl DQA1 y DQB1 de pacientes y testigos se realizó la 

amplificación genérica por PCR de! segundo exón de dichos genes Para la tipificación de DRB1 se 

siguió la estrategia que se indica en la Figura 3. 

Una vez obtenido el producto de PCR, se colocó en membranas y se hibridó con sondas 

de ollgonuc!eótldos secuencia específicas. El revelado de la hibridación se efectuó por 

quimloluminiscencia Los iniCiadores, sondas y condiciones empleadas fueron las recomendadas, 

en los protocolos desarrollados para el 12vo Taller Internacional de Histocompatibilidad Se 

emplearon un total de 100 sondas para la tipificaCión DRB1, 29 para OQA 1 Y 36 para OQ81. Las 

secuencias de los Iniciadores empleados se muestran en el Cuadro 10. 

La estrategia para la tipificación dellocus DR81 incluye: 

Amplificación genérica del gen DR81 e hibridación con un grupo de sondas que identifican 

los grupos de alelas presentes. 

AnálisIs de resultados. 

Segunda amplificación con iniciadores grupo específicos según resultados obtenidos para 

cada muestra en la primera amplificación e hibridación con el grupo de sondas 

correspondientes a la amplificación realizada. 

AnáliSIS de resultados 'J asignación de los alelos. 

A. Amplificación 

1.- Los componentes de la mezcla de reacción que se muestran en el cuadro 8, se 

descongelaron y se añadieron a un tubo eppendorf, utilizando los iniciadores correspondientes al 

locus que se va a amplificar. 

2 - Los tubos con las mezclas de reacción se colocaron en el termociclador y se corrió el 

programa que se mdlca en el de acuerdo al locus que se iba a amplificar 

3.- Una vez terminada la ampllflcadón se verifiCÓ que se haya obtenido una cantidad adecuada 

de producto mediante una electroforesls en un gel de agarosa al 2%. 

4.- A 8 ¡.tL del píoducto amplificado se íe añadiÓ 5 ¡.tL de amortIguador LB Los proauctos se 

colocaron en los pozos de! gel junto con un marcador de peso molecular y se corneron durante 

30 min a 130V_ 



5.- Para corroborar la presencia de las bandas el gel se colocó sobre un transiluminador de luz 

UV Debían observarse bandas in1ensas y del peso molecular esperado; en caso contrario se 

repitió la amplificación. 

B. Hibridación con sondas alelo específicas 

1. Los productos de PCR se diluyeron 1:10 en TE 

2. Mediante un aparato de Dot-B101 manual, se sembraron 50 ¡..tL de la dilución en membranas de 

nylon cargadas positivamente. 

3. Se desnaturalizó el DNA incubando las membranas en NaOH OAM 10 mino 

4. Se neutralizó con SS PE 10X durante 10 min, se expusieron a luz UVen un aparato de ~cross­

Iinking" en el programa adecuado. En este aparato se Irradiaron con luz ultravioleta las 

membranas de forma tal que el ONA que se colocó en ellas quedara covalentemente unido a la 

membrana y no se desprendiera durante las hibridaciones y lavados subsecuentes. 

5. Las sondas se marcaron con ddUTP-dig en su extremo 3' se preparó la siguiente mezcla para 

95 pica males de ollgonuc!eótido: 

Tailing Buffer 5X 4.0 ftL 
CoCl, (25 mM) 4.0"L 
Oligonucleótida (10 pmo!/ftL) 9 5 ¡.¡L 
dd UTP-Dig (1 nmol/"L) 1 O "L 
TdT (25 U/"L) .L1-".5_-""~L 

20.0 "L 

6. Se Incubaron a 37°C durante 30' y se ajustaron a 1 pmo\ de sonda marcada! ¡.¡L. 

7. Las membranas con el producto de PCR se colocaron en tubos de 50 mL y se añadió solución 

de prehibridación. 

8. Se Incubaron al menos durante 2 horas a 42°C. 

9. Transcurrida la incubación se añadiÓ !a cantidad de sonda necesaria y se hibridó durante toda 

la noche a 42°C 

10 Transcurndo el tiempo de hibridación la membrana se enjuagó 2 veces con SSPE 2X1SDS 1 % 

a temperatura ambiente, Se lavó la membrana con SSPE 5X1SDS QJ % a la temperatura 

específica de la sonda utilizada (Tm). La Tm se calcuió de acuerdo a la composición de bases 

de [a sonda según la fórmula empínca: Tm= 4(G+C)+3(A+T) 

e Qwmioluminiscencia 

Las membranas se enjuagaron en amortiguador 1 dos veces y una en amortiguador 2 



2, Se incubaron las membranas en amortiguador dos con anticuerpo antl-Oigoxigenina (DIG) 1 10 

000 durante 30 mm a temperatura ambiente, 

3, Se enjuagó dos veces en el amortiguador 1 por 2 min y una vez en el amortiguador 3 

4 Se Incubó en el amortiguador 3 con eSPD (dlsodlum3-(4-methoxyspiro{1 ,2·dloxetane-3,2'·(S '­

chloro)Tricyclo [3 3.1,1 37jDecan}-4-yl)) Phenylphosphate (1'SOO) durante S minutos, 

S Se escurrió el exceso de es PO y se introdujeron las membranas en una bolsa de plástico que 

se selló con calor. 

6 Se incubaron las membranas 30 min a 37°C y se colocaron en un cassette de exposición con 

una placa radiográfica durante 15 min (En un cuarto obscuro), 

7 Se retiró la placa radiográfica y se reveló' 2 minutos en revelador, se enjuagó en agua y se 

colocó durante 2 min en fipdor, se enjuagó y se dejó secar, 

8 Si la intenSidad no es adecuada se volvió a exponer un tiempo diferente, de acuerdo a si se 

deseaba una mayor o menor intensidad en la radiografía 

Cuadro 8. Mezclas de reacción 

LocusDRBl LocusDQAI Locus DQBl Final 
genérico y grupo 
específicos 

d~TP's 200mM 10 ~L 10 "L 10 "L 20 IILM 

AmortIguador lOX sJMgCh 10 ~L 1O"L 10 ~L lX 

MgCi2 251nlví 6"L 6"L 8~L 1.5 rru\t1/2mM 

ImcIadores (25 pmoV¡..tL) 2 "L(c/u) 2 "L(c/u) 2 "L(c/u) 50 pmoles totales 

Taq pohmerasa (5 U/~) 0.4 ¡.t.L 04 ~L 0.4 ~L 2U/~L 

DNA P50 ng!~L) 2"L 2 ~L 2 ~L ::;;l¡.tg 

ddH,O cbp 100 ~L cbp 100 ¡.t.L cbp 100 "L 

Cuadro 9. Condiciones de amplificación. 

Locus DRBl Locus DQAl Locus DQBl 

DR DRl DR2yDR4 UR52-DRBl 
genénco 

Desnaturalización 96 oC .+5" 96 oC 45" 96 oC 45" 96 oC 45" 96 oC 45" 96 oC 45" 

AlmeacIón 55 oC -1-5" 64 oC 45" 60 oC 45" 58 oC 45" 55 oC 45" 55 oC 45"' 

E,tcnslón 72 oC l' 72 oC l' 72 oC l' 72 "C l' 12 oC l' 72 oC [' 

RepetiCIOnes 35 35 30 30 35 35 

E"\.ten$IÓn final 72 uc lel' 72 oC 10' 72 oC lO' n oC 10' 72 oC 10' 72 oC lO' 



Cuadro 10. Iniciadores para la tipificación de clase !i 

ImCladorcs 

HLA-DRBl 
genérico 

2DRBAMP-A 

Codón 

(ITR8)-8 

Sccuencla 

5'-.ccc.cac.agc acg.ttt.ctt.g.-3' 

5'-.---.---.---.---.---.--c.-.-3' 
mezcla degenerada 

2DRBArvlP-B 87-94 5'- ccg ctg cae tgt gaa get ct.-3' 

Iniciadores para subtipificar los subgrupos DR 

DRI-DRBl 

2DRBAMP-1 

2DRBAMP-B 

DR2-DRBl 

2DRBAMP-I 

2DRBAMP-B 

DR4-DRBl 

2DRBk\!P-4 

2DR36AMP-GR 

2DR86AMP-VR 

DR52-DRBl 

2DRBAMP3 

2DR86AMP-GR 

2DR86AMP-VR 

DQAl 

2DQAAMP-A 

2DQAAMP-B 

DQBl 

2DQB AMP-A 

2DQB AMP-B 

8-14 

7 - 13 

6 - 13 

36 -92 

86 - 92 

5-12 

86 - 92 

86 - 92 

11-17 

80-81 

13-20 

78-84 

S'-.ttc ttg tgg cag ctt aag tt.-3' 

el mismo de la ampllflcación genérica 

S'-.ttc ctg tgg cag cct aag agg.-3' 

el mismo de la ampllficaclón genérlea 

5'-.gt tte ttg gag cag gtt aaa c.-3' 

5'-.etg cae tgt gaa get ctc aC.-3' 

5'-.etg cac tgt gaa get etc ca -3" 

5'-.ca.cgt.ttc.ttg.gag.tac.tct.ae 3' 

5 -.ctg cae tgt gaa gct etc ae.-3' 

5'-.ctg cac tgt gaa gct etc ca -3" 

S'-.at.ggt.gta.aac.ttg.tae.cag -3' 

5 -.tt ggt.agc.ggt.aga.gtt.g-3' 

5'-.eat.gtg.cta.c~t.eac.caa.egg -3' 

5'-.ctg gta.gtt.gtg.tct.gca.eac.-3' 
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Análisis estadístico 

Cálculo de frecuencias alélicas en la población y frecuencias génicas 

La frecuencia en la población (FP) representa el porcentaje de individuos portadores de 

un alelo en el total de individuos estudiados y la frecuencia génlca (FG) es la frecuencia de! gen en 

[a población. Para calcular a partir de población famillarmente no re!acJOnada se aplica la fórmula 

de Haldane. Los datos que se obtienen son exactos siempre y cuando el sistema genético que se 

está probando se encuentre en equilibrio de Hardy Weinberg en la población en cuestión 0, ií). La 

fórmula que se aplicó para calcular la FG es' 

FP ~ n, / , /N FG, = 1-,,11- FP, 

En donde ni= número de individuos portadores del alelo i, N= tamaño de la población, FPi= 

Frecuencia de i en la población, FGi= Frecuencia génica de 1. 

Prueba de Chi cuadrada con Corrección de Yates XY 

La comparación de las frecuencias entre dos poblaciones (enfermos y testigos) se efectuó 

utilizando la prueba de ehl cuadrada (X2
) lo que permite evaluar la significancia estadística de una 

probable asociaCión entre el marcador y la enfermedad. SI la frecuencia de un alelo se encuentra 

Significativamente elevada en los pacientes, dicho alelo se asocia a susceptibilidad y por el 

contrario, si se encuentra significativamente disminuida quiere decir que es un probable alelo de 

protección. 

Es Importante usar la corrección de Yates cuando el número de grados de libertad es igual 

a uno y se trabaja con un universo de datos dlscretos, para corregir la continuidad de la 

distribución En este caso en el que se comparan dos poblaciones la de sanos con la de enfermos, 

el número de grados de libertad (v) corresponde a uno que se deduce de: v=N-1, donde N= 

número de observaciones independientes (dos poblaciones) (iii). 

Para el cálculo de la X2Y, se USó una tabla de 2x2 y se empleó la fórmula que se indica a 

continuación (in). 
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Cuadro 1, Tabla de 2x2 para el cálculo de X2 

No. PaCientes 

No. Testigos 

Total 

Con el alelo 

a 

e 

a+c 

Sin el alelo 

b 

d 

b+d 

Total 

a+c 

c+d 

N=a+b+c+d 

x 'y (ad - be - N ! 2=-'c) c-' ~N_---c-c­
(a + b)( e + d)( a + c)( b + d) 

Una vez que se obtuvo la X2Y, se comparó con el valor esperado para la distribución de X2 

estableciendo el valor límite de slgnificancia de 0.05 y los grados de libertad de 1. La comparación 

de estos datos revela SI existe o no diferencia entre ambas poblaCiones. En el caso en que el valor 

de X2 obtenido sea Igual o mayor que el valor límite de significancla existirá una asociación. El 

programa de análiSIS estadístico calcula el valor de slgniflcancia estadística (p) que corresponde al 

valor de X2 obtenido, en el caso que sea menor a 0.05 se tratará de una asociación real no debida 

al azar 

Para hacer la evaluación más estricta se corrigió el valor de p (pe) multiplicando la p por el 

número de comparaciones hechas, es decir por el número de alelas detectados en cada ¡ocus. La 

razón de utilizar métodos estrictos de análisis estadísticos es que el sistema HLA es 

extraordinariamente polimórtlco y al haber tantos alelas podríamos observar slgnificancia 

estadística Sin que corresponda a una asociación real. 

Alternativamente se puede usar la prueba exacta de Flsher (pf) que es importante usar en 

los casos en los que alguno de los valores de la tabla 2x2 sea menor de 5. 

pJ ~ (a+b)l(a+c)l(b+d)l(c+d)1 

n!a1b!cl di 

Una vez que se ha demostrado que un antígeno está incrementado o disminuido 

significativamente en alguno de los padecí mientas, se calcula lo sigUiente 

Razón de Momios según Haldane (OR) 

Es una estimación de la intenSidad de la aSOCiación e Indica cuantas veces más nesgo 

tiene un individuo sano portador del alelo en cuestión de desarrollar la enfermedad. Mientras mayor 
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sea este valor mayor será el nesgo de desarrollar la enfermedad en presencia del alelo. La fórmula 

es la siguiente 

OR 

FraCCión etíof6gica (FE) 

(2a+l)(2d+l) 

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

Cuando un alelo se halla significativamente incrementado en los enfermos, se calcula la FE 

que es una medida relativa de cuanto de la asociación se debe al marcador en cuestión. Mientras 

más se acerca el valor a 1, más se debe la enfermedad al marcador. 

FE 

Fracción preventiva (FP) 

OR - 1 
=O'-R---=- x hp 

a 
hp =-­

a+b 

Cuando un alelo se encuentra significativamente disminuido en los enfermos se evaluó la 

FP que es también, una medida relativa que en este caso indica cuanto de la protección se debe al 

marcador. Mientras más cercano a 1 sea este valor más se debe la protección al marcador. 

FP _J] - OR ) hp 
OR (I - hp ) + hp 
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RESULTADOS: 

Las características clínicas y generales de los pacientes se enllstan en el cuadro 11. De 105 51 

pacientes estudiados 28 fueron mujeres y 23 hombres, lo que representa un 55% y 45% 

respectivamente. La edad promedio fue de 36 años (18-61 años). Según el género, el 35% de 

las mUjeres y el 27% de los hombres fueron menores de 40 años. E! 45% eran casados y 41 % 

solteros. El 92% de los pacientes tenía al menos estudios de educación primaria, el 59% tenia 

estudios mayores a secundana y el 26% tenía una licenciatura o postgrado Estos datos se 

observan en la Figura 4. Únicamente un paciente tenía el antecedente de un familiar con EM (por 

rama paterna Sin especificar) y tres habían vivido en el extranjero por más de 6 meses. 

Características generales % Características clínicas % 
··Gé·ii·é·ro· ·Hü·m·i)re·s····················· . 45 ··E·d·aa··ae·¡nicio:···T5:20·a·~os···· 31 

Mujeres 55 21-30 años 27 
31~40 años 24 

Edad: 15-20 años 8 41~50 años 14 
21~30 años 31 > 50 años 4 
31-40 años 24 
41-50 años 29 Primer síntoma: Motor 37 
> 50 años 8 Neuritis óptica 19 

Sensitivo 14 
Estado civil: Matrimonio 45 Diplopla 14 

Salten a 41 Ataxia 12 
Viudez 6 Mielitis transversa 2 
Unión libre 4 Vértigo 2 
Separados 4 

Forma clínica: Brote-remisión 67 
Escolaridad: Ninguna 4 Progresiva primaria 15 

Pnmaria 22 Recurrente progresiva 14 
Secundaria 15 Progresiva secundaria 4 
preparatoria 19 
Técnica 14 
Ucenciatura 18 
Postgrado 8 Paraclínicos* Normal Anormal 

Ocupación: Ninguna 33 lRM cráneo 8% 94% 
Hogar 23 PEV 90% 
Emplead%brero 18 PEAT 4% 86% 
Estúdiante/profesianlsta 10 PESS 2% 92% 
otros 16 LCR 63% 29% 

Cuadro 11 - Características ciínlcas y generales de lOS paCientes con I::.M 
IRM Imagen por resonancia magnética, PEV Potenciales evocados Visuales, PEAT Potenciales evocados 
auditivoS de tallo, PESS Potenciales evocados somatosensOrlales, LCR líqUido cefalorraquídeo 
*En resto de los pacientes no se realizó el examen 
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El 82% de los pacientes miclaron su enfermedad antes e los 40 años de edad y solo el 18% 

después de esta edad. Los síntomas más frecuentes al inicio fueron motores en un 37%, neuritis 

óptica en un 19% y sensitivo o dlplopla en un 14%, hallazgos que se grafican en la Figura 5 En el 

76% de ¡os pacientes no se identificó un factor desencadenante y de! 24% restante, el más 

frecuente fue la tensión emocional. La forma clínica prevalente fue la de brote remiSión en el 67% 

de los casos, progresiva primaria en 15%, recurrente progresiva en 14% y el 4% progresiva 

secundarla. Estos datos están incluidos en el Cuadro 1 y se ejemplifican en la Figura 6. El tiempo 

de evolución al diagnóstico de la enfermedad fue menor de un año en el 51 % de los pacientes; el 

37% tenía una evolución de 1 a 6 años y el 12%:. de más de 6 años. En relación con el número de 

brotes prevIos, el 51 % de los pacientes manifestó haber padecido de dos a cinco, un 27% refirió un 

solo brote y el 22% más de 5 brotes; en el 61% de los pacientes se presentaron de dos a nueve 

brotes. Del tratamiento que recibieron, en un 88% de los pacientes manifestó no haber recibido 

ninguno y solamente el 12% recibió metilprednisolona IV. No se encontró enfermedad asociada en 

el 94% de los casos. 

De Jos estudios paraclínlcos, la IRM fue anormal en el 96% de 10$ casos, los PEMM (que 

incluyeron PEV,PESS y PEAT) en e190% y un 29% de los pacientes presentaron n LCR anormal, 

siendo [a princípa! alteraCión un discreto aumento de proteínas. Las BOC se informaron positivas 

en el 57% de las muestras 

El 47% de los pacientes no recibía tratamiento en su última evaluación, el 18% recibía esteroldes, 

e! 1 Oc¡.., rehabilitación fíSica y un 6% interferón La condición clínica referida fue con al menos una 

secuela en el 57%, aSlntomáticos en un 37% y un 6% no refirió cambio de sus manlfestacíones con 

el tratamiento. 

Los resultados de la determinación del grupo sanguíneo ABO se muestran en el Cuadro 12 Es 

evidente que el componente caucasolde está presente en mayor frecuencia en [os pacientes. Hay 

4.1% de ale!as A8 y 28.6% de A vs 22 3% Y 3.0% en los sanos. La única diferencia significativa 

fue para el grupo B que está ausente en los pacientes (p=O.01). 
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Grupo PaCientes FA Testigos FA X2 Yates PF"lsher Yates 
ASO n=49 % n=166 % ... 
A ·1·4'" . 288 37 ... '''2ij ············"0"·83 ·············051 ·····0 .. 36 ......... ··6"·47 

B 18 109 580 447 0016 003 
AS 2 41 5 3 0.14 O O, 07' 093 
O 33 674 106 639 020 0.08 065 078 

Cuadro 12 - Distribución del grupo sanguíneo ABO en pacIentes y controles 
FA Frecuencia antlgénlca 

Figura 4.- Escolaridad (n=S1) 

18% 

Técnica 
14% 

Preparatoria 
19% 

Figura 6.- Forma clínica de la EM en los pacientes. ""'51 

RecUrre'1te­
Progresiva 
14% 

Progreslva-

4% 

Progreslva­
Primaria 
15% 
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Figura 5.· Primer síntoma (11=51) 
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37% 



DETERMINACiÓN DE HLA-A, B Y C y DE LOS ALELOS MOLECULARES ORBl Y OQA1 

En el Cuadro 13, se muestra la distnbución de los alelos DRB1 en el total de paCientes, 

comparados con los testigos sanos. EXisten varios alelas que es importante resaltar, aun cuando 

las desviaciones estadísticas son discretas. Se observa un incremento signiflcaüvo del 

DRB1 "0403 (X2;::10.22, p= O 001, RR=5.65) lo cual indica un gen de susceptibilidad, Además hay 

varios cuya frecuencia está disminuida en los pacientes: ORB1*1101 (X?=4.02, RR=O.18, p=O.04), 

DRB1'1301 (X2=402, RR=0,18, p=O 04), ORB1'1302 (X2=4,02, RR=O 18, p=0.04) y ORB1'1402 

(X?=S.64, RR=O.11, p=O.01). Sin embargo estos datos que sugieren protección, hay que tomarlos 

con cautela pues la ausencia total de individuos con el alelo puede reflejar simplemente el azar. la 

única asociación que se mantiene significativa después de corregir la p por el número de 

comparaciones hechas (30 alelos DRB1) es e! DRB1*0403 (pc"'O 03). 

DRB1 
Locus 
*0101 
*0301 
*0401 
*0402 
*0403 
*0404 
*0405 
*0407 
·0411 
*0701 
*0801 
*0802 
"0804 
'1001 
*1101 
"1102 
*1104 
*1201 
*1301 
*1302 
"1303 
*1305 
*1401 
*1402 
*1406 
*1501 
~'Í502 

*1503 
*1601 
*1602 

PaCientes 
N=51 
5 
4 
1 
O 
9 
4 
2 
8 
2 
6 
1 
18 
1 
O 
O 
O 
1 
O 
O 
o 
1 
2 
1 
O 
2 
3 
1 
1 
O 
7 

FG 
% 
502 
400 
098 
O 
925 
400 
198 
817 
1 98 
606 
098 
1956 
098 
O 
O 
O 
098 
O 
O 
o 
098 
1 98 
098 
O 
1 98 
298 
098 
098 
O 
711 

Testigos 
n=170 
23 
14 
O 
7 
6 
13 
9 
45 
9 
22 
5 
42 
O 
2 
8 
1 
7 
2 
8 
8 
O 
O 
5 
13 
19 
17 
O 
O 
3 
18 

FG 
% 

42 
O 
21 
1 8 
39 
27 
142 
27 
67 
15 
13.2 
O 
06 
2.4 
03 
21 
06 
24 
24 
O 
O 
1 5 
39 
57 
51 
O 
O 
O 9 
54 

0.88 
014 
041 
3.71 
1022 
006 
058 
312 
058 
021 
075 
172 
041 
262 
402 
302 
132 
262 
4.02 
402 
041 
306 
Q 75 
564 
331 
1 38 
041 
041 
270 
O 13 

RR 

074 
1 02 
10 12 
021 
565 
1 10 
085 
053 
085 
094 
089 
166 
1012 
065 
018 
1 09 
064 
065 
018 
0'18 
10 12 
1722 
Q 89 
O 11 
039 
063 
1012 
10 12 
046 
1 38 

Cuadro 13 - Dlstnbuclón de los alelas DRB1 en pacientes con EM y testigos 
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p 

0001 

004 

004 
004 

001 

pe 

003 

NS 

NS 
NS 

NS 



En el Cuadro 14 se muestra la distribución de los alelas DQA1 en los 51 pacientes yen el total 

de testigos sanos No se observa ninguna desviación significativa en la distribución de los genes 

DQA1 

DQA1 Pacientes FG Testigos FG XLy RR P 
Locus n=51 % n=170 % 

'0101/4 6 6.07 29 8.9 1.27 0.68 NS 

'0102 5 5.03 30 9.2 2.44 0.54 NS 

'0103 3 2.99 9 2.7 0.03 1.22 NS 

'0201 7 7.12 22 6.7 0.008 1.11 NS 

'03011/02 24 27.24 87 30.2 045 0.85 NS 

'0401 19 20.79 48 15.3 1.30 1.56 NS 

*0501 24 27.24 83 28.5 0.14 0.93 NS 

Cuadro 14- Distribución de los alelas DQA1 en el total de pacientes y sanos. 
p= ningún alelo presenta deSViaCión Significativa. 

En relación con clase 1, la distribución de los alelas HLA-A, B Y C en el total de pacientes y 

testigos sanos, se muestran en los Cuadros 15,16 y 17 respectivamente, donde se observa una 

disminución significativa de A 69 (X2=4.19, p=0.04, RR=O.27). Del mismo cuadro también es 

evidente una aparente disminución significativa de A 26 en los pacientes, sin embargo dichos 

valores están pOSiblemente condicionados por la falta de presencia del alelo en los pacientes por 

lo que la signlficancla es probablemente por azar. En el caso de HLA-B, cuyas frecuencias se 

enlista en el Cuadro 16, hay un aumento de B39 sin que sea significativo pero con un riesgo 

moderado (RR=2.31) en los pacientes, y un aumento SignificatiVO de B41 (X2=6.98, p=O.008, RR 

4.24). Finalmente para HLA-C no se observa ningún incremento significativo en la distribución de 

los alelos 
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HLA-A PaCientes FG Testigos FG Xly RR P 

..... !::~.9.~s n=51 % n=170 % 
············6· ···········6 .. 0y· .. ·············1·9··· . . ........•.... _ ....... . ........•...•.... _ ... 

1 018 
········Ú·95 

2 29 3432 82 0004 107 
3 9 925 13 2.24 226 
11 3 2.99 12 066 079 
23 1 0.99 4 064 0.96 
24 18 1956 41 076 144 
25 O O 3 285 040 
26 O O 8 442 016 003 
28 1 099 3 036 124 
29 1 099 11 305 035 
30 2 1 08 8 061 084 
31 10 1034 14 2.84 236 
32 1 099 8 1 97 049 
33 9 9.25 11 338 269 
36 O O 2 271 0.57 
68 5 5.03 27 265 052 
69 1 099 14 419 027 004 

Cuadro 15 ~ Dlstnbuclón de los alelos HLA-A en pacientes y sanos 

HLA-B Pacientes FG Testigos FG X2Y RR P pe 
Locus n=51 % n=149 % 

7 4 400 13 0.23 095 
8 3 299 9 014 1 06 

13 12 5.91 010 001 NS 
14 1 099 13 3.81 030 
15 2 1 98 4 0008 163 
18 4 299 10 0.009 1.25 
27 3 299 5 0.145 1 89 
35 16 1716 55 078 0.79 
37 1 0.99 1 0000 2.94 
38 2 1 98 10 1 13 067 
39 14 1482 21 381 231 
40 2 1.98 1 0.96 5 
41 9 9.25 7 6.98 4.24 0.008 NS 
42 1 3.01 096 
44 4 400 11 0.04 1.14 
45 7 4.06 018 004 NS 
48 4 400 13 0.23 0.95 
49 1 099 4 064 096 
50 1 099 5 095 078 
51 3 299 14 1 13 067 
52 1 099 2 012 1 75 
53 1 099 7 162 056 
55 2 271 057 
58 2 1 98 2 031 297 
59 1 301 096 
60 5 503 4 2.97 382 
61 5 503 15 0. 10 1.02 
62 O 8 18 14 096 1.82 
63 2 271 057 
64 1 301 096 
65 2 198 4 0000 1 63 
67 301 096 
70 1 301 096 
73 2 271 057 
74 1 301 096 
77 1 3.01 096 

Cuadro 16 - DlstnbuClón del alelo HLA-B en sanos y paClentes 
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HLA-C Pacientes FG Testigos FG X2Y RR p pe 
Locus n=51 % n=149 % 

1 11 11.68 20 1.49 1.83 
2 2 2.02 17 3.31 0.39 
3 1 1 01 11 2.98 0.36 
4 18 20.00 59 0.38 0.86 
5 14 6.59 0.09 0.01 NS 
6 2 2.02 14 2.29 0.48 
7 25 29.29 68 0.13 1.18 
8 8 8.35 17 0.36 1.51 
9 5 5.13 13 0.000 1.22 
10 5 5.13 5 2.21 3.17 

Cuadro 17.- Distribución de ale[o HLA-C en sanos y pacientes. 

El total de los pacientes se dividió en tres grupos según las características clínicas. Se formó un 

grupo de 17 pacientes que tenía una forma progresiva de la EM, otro de 30 pacientes con una 

forma de brote -remisión y otro de 26 con historia de haber padecido previamente de dos a cinco 

brotes de la enfermedad. Este es el rango de número de brotes más frecuente, dado que el 51 % 

de los pacientes manifestó esta característica. 

En el grupo de los 17 pacientes con una forma progresiva, surgieron varios subtipos de DR14: 

"1401 (X2=2.64, RR=0.66, p=NS), "1402 (X'=2.93, RR=0.35, p=NS) y "1406 (X'=3.19, RR=0.28, 

p=NS), que parecierán de protección porque están disminuidos en los pacientes, pero otra vez no 

puede considerarse como un dato certero por estar totalmente ausentes en ellos, y porque el 

tamaño de muestra es pequeño; sin embargo el DRB1*0802 (RR=3.14) y el 1303 (RR=2.12) 

mostraron una tendencia a la susceptibilidad sin alcanzar ninguna significancia estadística, pero los 

resultados sugieren ligamento a un gen de susceptibilidad especialmente para el DRB1*0802 

(Cuadro 18). 

Para los pacIentes con la forma de brote-remisión, descritos en el cuadro 19, el DRB1*D101 

(X2=3.95, RR=O.20, p=O.04, IC=O.02-3 51) tiende a ser un alelo de protección por encontrarse 

significativamente disminuido en los pacientes, sin embargo, habrá que tomar el dato con cautela, 

debiendo continuar con la determinación de más casos con esta forma clímca para confirmar o no 

este hallazgo. Valga mencionar que el DRB1*0403 observado como se susceptibilidad en el grupo 

total, se reforzó como gen de susceptibilidad relaCionado con la aparición de brotes (X2=5.02, 
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RR=8.55, p=O 02) Estos datos concuerdan con la distribución en el cuadro 20 en e: que se indica 

en el análisis de pacientes con historia de dos a cinco brotes encontrando el DRB1 *0403 también 

incrementado en Jos pacientes (X2,:8 87 RR=13.22, p=O 002). El análisis de clase I sugiere la 

posible contribución de! 841 (X2=3.82, RR=5.25, p=O.05) y del A33 (X2=4.00, RR=7.26, p=0.04) en 

los casos de brote remisión con valores de RR que se incrementan en los casos con historia de 2 a 

5 brotes El 839 se haya incrementado en estos (¡timos (X2=5.26, RR=3.65, p=O.02) 

DRB1 Pacientes FG Testigos FG X2Y RR P IC 
Locus n=17 % n=60 % 
'0802: .. 8 27.24 '1X····· 1149 3.12 3.14 ··· .. ·· .. 0:9·0=11:6· 

"1401 O O 2 1.68 2.64 066 

"1402 O O 4 339 2.93 0.35 

"1406 O O 5 4.26 319 0.28 

"1303 2.99 2 1.68 0.05 2.12 

Cuadro 18.· Distribución de alelas significativos er 17 pacientes con una forma progresivas de EM 
y en 60 testigos sanos. p= NS 

Locus Pacientes FG Testigos FG X2Y RR P IC 
n=30 % n=60 % 

DRB1"0101 O O 4 3.39 3.95 0.20 004 0.02-351 

DRB1"0403 5 871 084 5.02 8.55 0.02 2.33-110.9 

A 33 5 8.71 0.99 4.00 726 0.04 1 01-4821 

B 41 6 1056 2 1.98 382 5.25 

Cuadro 19.- Distribución de alelos Clase 1 y Clase 11 de HLA significativos en 30 pacientes con 
forma brote-remisión de EM y 60 testigos sanos. 

Locus Pacientes FG Testigos FG X2Y RR P le 
n=26 % n=60 % 

DRBFo403 6 12.82 1 0.84 8.87 
......... 

13:22' 0002 ····1·99=870··· 

/".33 5 1056 099 523 903 002 

B 39 12 2739 10 10.34 526 365 0.02 118-1236 

Cuadro 20.- DistribUCión de alelas Clase 1 y Clase l! de HLA en 26 pacientes con historia de haber 
padecido de 2 a 5 brotes de EM en su evolución y 60 testigos sanos 
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DISCUSION. 

Como ya se ha descrito, la EM es una enfermedad cuyo comportamiento clínico, epidemiológico 

y hallazgos genético-Inmunmológicos muestran que se trata de una enfermedad con un 

componente genético Importante influido por factores extemos aun na determinados 

Las características epidemiológlcas'del grupo de pacientes incluidos en este estudio concuerdan 

con lo ya dicho con respecto a la baja frecuencia de EM en grupos aSiáticos 98, estos datos 

sostienen la hipótesIs de la contribución de genes onentales en los enfermos mestizos que 

disminuyen la probabilidad de expresión de la EM y llama la atención la prevalencia baja en Nuevo 

México de 52. En nuestro grupo no se observó ninguna diferencia significativa entre el género de 

los pacientes ya que correspondieron a un 55 el porcentaje de mujeres, con una relación de 1.2:1, 

respectivamente; en la literatura se describe una relación mUJer:hombre de 2:1 5 y aquí se ve solo 

una tendencia a tener una frecuencia mayor en mujeres. Quizás esto se debe a un sesgo en el 

tipo de pacientes que acuden al Instituto o en que por ser pacientes de un solo hospital no 

representan totalmente las características epidemiológicas de la enfermedad. La EM 

característicamente se presenta en la segunda o tercer décadas de la vida, en este grupo más del 

60% de los pacientes tuvo una edad entre los 10 Y 40 años con un promedio de 38 años y el 82% 

inició con las manifestaciones antes de los 40 años. Con relación a la edad de imcio, se observó 

que los pacientes con una forma de brote remisión iniciaron a una edad promedio de 26 años y los 

que cursaban con una forma progresiva de la EM, iniciaron a un promedio de edad de 33 años. 

Los reportes en la literatura mencionan que un factor de mal pronóstico para la EM es un inicio en 

edad avanzada; Sin embargo, no se ha definido la edad de inicIo según la forma clínica de la EM, 

salvo en el caso de la forma pnmariamente progresiva que característicamente miela en la quinta o 

sexta décadas de la vida 
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En el estudio previo publicado de población mexicana con EM por parte de este grupol64. se 

estableció en 1986 que las características de la EM eran compatibles con estar relacionada a un 

ambiente industrializado oado que los pacIentes no tenían histona familiar de EM y la gran mayoria 

(90%) pertenecían a la clase media con estudios académicos mayores a secundaria. Los 

resultados de! presente trabajo concuerdan con los hallazgos previos, pues tampoco se encontró 

ningún antecedente de EM en la familia de los pacientes y el 59% tenía una educación mayor que 

el promedio de la población, ya que el 26% tenía desde licenciatura hasta postgrado y sólo 4% 

eran analfabetas. 

Las características cHnicas también corresponden con otras series informadas previamente. 

Estos pacientes manifestaron como sfntomas iniciales los motores como los más frecuentes (37%), 

seguidos por neuntis óptica (19%) y síntomas sensitivos o diplopía (14%). El porcentaje de neuritis 

óptica como síntoma inicial también corresponde con los de otros grupos, ya que se describe ésta 

manifestaCión en un 20 a 25% de todos los paClentes1
,5. En relación a la forma clínica, la más 

frecuente, igual que en otras series, fue brote-remisión en un 67%. Llama la atención, sin 

embargo, el alto porcentaje de formas progresivas que se encontró (33%), ya que SI bien en la 

literatura se informa hasta un 20% de formas primariamente progresivas, es muy probable que en 

este estudio el porcentaje hallado se encuentre influido por el momento en la evolución de los 

pacientes en que se incorporaron al estudiO Así, algunos de los que se consideraron como 

primariamente progresivos se pOdrán definir como brote-remisión con el paso del tiempo. 

Finalmente, 51 % de los pacientes presentó historia de dos o más brotes. 

Los resultados en cuanto a los estudios para clínicos practicados a los pacientes corresponden a 

los esperados Internacionalmente33 en pacientes con diagnóstico establecido de EM. 

Con respecto al análiSIS inmunogenético valga enfatizar que en este trabajo se hizo un análiSIS 

hasta el nivel del alelo de los genes DRB1 y DQA1 Y se reanallzaron los antígenos de clase L En 

el trabajo previo 164 el análisis tanto de clase 1 como de clase !I fue solo por tipificaCión sero!ógic8I. 

Llama la atención que como ya se había señalado el componente caucasoide de origen 

mediterráneo se confirma en este grupo de pacientes por la frecuencia mayor de grupo A y AS en 

los pacientes. lnteresantemente ninguno fue portador del grupo S, Sin embargo, la ausenCia de S 



se compensó Incrementándose la frecuencia de A y de AB, pero no la del grupo 0, lo que sostiene 

que sí hay un componente étnico mayor de ongen blanco en los pacientes mexicanos con EM, 

pues el grupo ° es típicamente Amerindio Hg. 

En el estudio prevIo 164 sobre la inmLlnogenética de la EM en México se publicó la asociación con 

DR6 con el subtipo DR13 en los pacientes y se encontró elevada también la combinación A3, B7 Y 

DR2. En la mayoría de los grupos de pacientes con EM en el ámbito mundial se Informa por lo 

general una asociación con DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102 y DQB1*0602 15::. Sin embargo, 

este dato es de grupos caucasOldes'y en la actualidad hay mucho más trabajos hechos a nivel 

molecular que permiten un análisis más certero de la genética de la EM y sobre todo en 

poblaciones con otros fondos étnicos que muestran otros genes HLA involucrados. 

El análisis de la distribución del DRB1 en nuestro estudio demostró un incremento significativo 

del DRB1*0403 al comparar el grupo total de pacientes con los testigos sanos con un RR bastante 

alto que es de 5,65, demostrando que la asociación es real puesto que no pierde signlficancl8 al 

corregir el valor de p. Esta asociación significativa se mantiene al separar los tres grupos descritos 

sobre la base de las características clínicas y de evolución de la EM, pues se observa un 

incremento en el RR en el grupo con una forma de brote remisión (8.55) y mayor aun en los 

pacientes con historia de dos a cinco brotes (13.22), lo que apoya el hecho de que el DRB1*0403 

corresponde a un alelo de susceptibilidad franco, relacionado con la aparición de brotes y 

representando un mayor riesgo de expresión en los pacientes que manifiestan de dos a CinCO 

brotes, que fue la evolución en más del 50% de estos pacientes. La asociación con DR4 se ha 

sugerido en árabes y en pacientes de Cerdeña161
,162, en ésta última población, se informa una 

asociación especialmente con DRB1 *0405. En un estudio reciente de población japonesa donde 

se dividió la EM en una forma accidentar y otra aSiática, se encontró asociación de la forma 

occidental con DRB1·040S que pierde su signif\Cancla al corregir el valor de p 170. Es Importante 

hacer notar qüe el alelo DR81*0403 se conSidera de origen caucasolde, funda:neniaimente de 

contribución mediterránea más que de ancestros nórdicos. 
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En el grupo de formas progresivas, se encontró una asociación no slgmflcativa, pero con un RR 

alto en el caso del DRB1*0802 y DRB1*1303, siendo importante mencionar que este último alelo 

fue relacionado con susceptibilidad en los sefaraditas 167, además de que el DRB1*1303 es una 

variante del DR6, que fue el que previamente se había publicado asociado a EM en pacientes 

mexicanos 164. El caso del *0802 es interesante pues en primer lugar es un gen clásicamente 

amenndlo, aunque, en poblaciones como los Lacandones en MéXICO este alelo ha desaparecido 

por deriva génica o efecto de cuello de botella 17g. 

No se demostró una franca asociación de protección con ningún gen DRB1, sín embargo algunas 

asociaciones mostraron Cierta tendencia a este aparente papel protector, pero, como se mencionó 

en los resultados, estos datos deben ser tomados con cautela dado que esto puede ser mfluido por 

no estar presentes en los pacientes por el tamaño de la muestra y porque al ser un sistema con 

tanto polimorfismo, si el tamaño no es importante, cualquier alelo puede resultar Significativo, por 

azar. Por esta razón es importante corregir el valor de p. También se acepta en la literatura 

internaCional de HLA que sí una asociación en particular ya ha Sido descrita precisamente, 

entonces la que se propone sí puede ser válida Será necesano por lo tanto tener un número 

mayor de pacientes tipificados para poder apoyar alguna de las pOSibilidades descritas. En este 

contexto, en la comparación del total de pacientes con el grupo de sanos, los alelos del DRB1: 

*1101, *1301, *1302 Y *1402 mostraron una disminución aparentemente significativa en los 

pacientes. En los casos de formas progresivas. la asociación de aparente protección correspondió 

a los alelas DRB1*1401, DRB1*1402 Y DRB1*1406, siendo importante mencionar que algunos 

subtipos del DR14 se conSideran de alta frecuencia en Ameflndios179
, especialmente *1402 y 

*1406 En el grupo de pacientes con forma de brote-remisión fue el DRB1*0101 el que se mostró 

con una dismtnución Significativa en los pacientes y una aparente papel protector. E! DR1 fue 

sugerido recientemente por los españoles como protector176 

Con relaCión a las moléculas clase 1, al analizar su distribUCión en nuestras pacientes, se encontró 

una disminUCión significativa de A26 y A69 en el grupo total de pacientes, slgnificancla que se 

pierde al corregir p y que no permite apoyar por completo la posibilidad de un papel protector En 

los subgrupos Integrados, el A33 se encontró tncrementado en los casos de brote remisión y con 
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hlstona de dos a ClriCO brotes, Que podría estar relacionado con un efecto de suscept!billdad. 

Curiosamente en el mismo trabajo de los españoles 176 se encontró al A 19 como un gen de 

susceptibilidad Valga mencionar que el A33 es una vanante de! A 19. Estos hallazgos confirman 

la fuerte Influencia de genes mediterráneos en la expresión de la EM. Finalmente también el B41, 

alelo también mediterráneo, se encontró incrementado en los casos de brote remisión sin ser 

significativo y el 839 en los de dos a cinco brotes de manera significativa. La asociación de las 

moléculas clase I con EM ha sido poco explorada; desde los 70s, se consideraba la asociaCión con 

A3 y B7, recientemente se confirmó la asociación con el primero, pero no con 87 (141) En un 

grupo de pacientes suecos se encontró que el ale\o HLA-A*03c01 aumenta el riesgo de EM 

mdependientemente de DRB1 175
, y fue el A*0201 el que se infoimó confiere protección en 

pacientes suecos 175 Estos hallazgos no se confirmaron en la poblaCión que estudiamos, en parte 

porque clase 1 no se determinó a nivel molecular, lo cual será motivo de investigaciones futuras 

De los resultados antena res se desprende que en el grupo de pacientes con EM estudiados en 

este trabajo, las características clínicas y epidemiológicas concuerdan con las de otros grupos a 

nivel mundial; se corrobora el mayor componente caucasoide mediterráneo en !os pacientes 

comparados con los sanos y una franca asociación de susceptibilidad con DRB1 *0403 que es de 

origen mediterráneo más que nórdico. No fue posible estab!ecer asociaciones de protección 

significativas con ningún alelo en particular pero SI una tendencia a manifestarla con alelos 

conSIderados como de ongen Amelindio {DRB1*1402, *1406} Es pues necesario aumentar el 

número de pacientes para poder definir si la protección por estos genes es real 
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CONCLUSIONES. 

1.- Las características clínicas y epidemiológicas del grupo de pacientes estudiado concuerdan con 

lo informado en otras series. 

2.- Es evidente que la EM es una enfermedad poligénlca con la participación de diferentes loei y 

alelos del MHC 

3.- Existe susceptJbilidad franca asociada al alelo DRB1*0403 cuyo RR es mayor en la forma brote 

remisión y con htstona de haber presentado de 2 a 5 brotes de EM. Dicho alelo está involucrado 

en españoles y la forma occidental de los japoneses con EM. 

4.- No se estableció ningún gen de protección evidente y estará por confirmar con un número 

mayor de casos si el DRB1*1402 y DRB1*1406. genes de origen amenndlo están ligados a 

protección. 

5.- En las formas progresivas se sugiere un gen de susceptibilidad asociado al DRB1*0802 y 

DRB1"'1303 (subtipo del DR6, publicado previamente por parte del grupo). 

6.- Se confirma que la contnbuclón genética a la susceptibilidad de expresión de la EM es de 

origen caucasoide en los pacientes mestizos mexicanos, fundamentalmente de ancestros 

mediterráneos más que nórdicos. 

7.- La protección probablemente está relacionada con genes de origen amenndlo (DRB1 "1402 Y 

DRB1·1406). 

8.- Se empiezan a Identificar genes en ellocus A y B de clase I que probablemente contribuyen a 

la expresión de la EM 

9.- Los resultados sugieren que !a asociación con DRB1"0403 parece contribuir más a la expresión 

ae una forma más severa de ia EM que a ia enfermedad misma 
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Apéndice 

Solución de lisis I 

MgC!2 

Solución de !Jsis JI 

MgCI2 
NONIDET (NP-40) 

5 mM 

5 mM 
0.1 % 

Amortiguador para lisis de células blancas (WCLB) 

Tris-Hel, pH 7.6 10 mM 
EDTA,pH80 10 mM 
NaC! 50 mM 
SOS 0.2 % 
Protemas8 K (sigma) 300 ¡lg/mL 
Esterilizar por filtración. Guardar la solución en alícuotas de 15 mL a ~ 20°C 

Fenal saturado equilibrado 

Antes de usar el fenal debe equilibrarse a pH mayor de 7.8, porque el ONA puede 
quedarse dentro de la fase orgánica (fenólica) sí el pH es áCido. 

1. El fenol bid estilado se debe almacenar a -20°C Cuando se prepara el fenal eqUilibrado 
se funde a 68°C (Baño maría). Al fenol líquido se adiciona 8~hidroxiquino!ina a una 
concentración fina! de 0.1 %. La 8-hidroxiquinollOa es un antioxidante, un inhibidor parcial 
de RNAsa y un quelante débil de iones. 

2. Añadir un volumen igual de Tris-HCl 0.5 M, pH 8.0 a temperatura ambiente. Agitar con 
una barra magnética durante 15 min, permitir que se separen las dos fases, eliminar la 
fase supenor (acuosa) 

3. AdicIOnar a la fase inferior (fenóllca) un volumen igual de Tns-HCI 0.1 M, pH 8.0. Agitar 
de igual forma que en el punto 2, remover la fase acuosa. 

4. Repetir el paso 3, hasta que la fase fenó¡ica alcance un pH mayor de 7.8 
(aproximadamente pH 8.0). 

5. Después de que el feno! está equilibrado, remover la fase acuosa y adicionar 0.1 volumen 
de Tns-HC! 0.1 M, pH 8.0 conteniendo O 2 % de 2-mercaptoetanol. 

6. Guaraar en un frasco ámbar a 4°C por períodos mayores de 1 mes. 

Fenal/cloroformo 

Para preparar el fenal/cloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol saturado o tomar 
sólo la fase fenólica y mezclar cantidades iguales de fenol saturado y cloroformo/alcohol 
isoamílico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche. Utilizar la fase inferior. 

Cloroformo/alcohol isoamíllco 

Tomar 24 partes de cloroformo puro y añadir una parte de alcohol isoamílico, mezclar y 
guardar a 4°C 
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TE1X 

Tns-HCl, pH 8.0 
EDTA, pH 8.0 

10 mM 
1 mM 

SOS 10% 

EOTA 0.5 M pH 8 O 

TAE 50X 

Tris-Base (Sigma) 
ÁCido acético glacial 
EDTA 0.25 M, pH 8.0 
H20 cbp 

NaOH O.4M 

SSPE 20X 
(esterilizar por autoclave) 

242.0 g 
57.1 mL 

200.0 mL 
1 L 

NaCI 3.0 M 
Fosfato de sodio mono básico 0.2 M 
EDTA (pH 8.0) 20 O mM 
Ajustar el pH a 7.4 como en el SSC 20X y aforar. 

Denhart 50X 

Albúmina sérica bovina, pH 7.5 
Polivinil pirrolidona (PVPAO) 
Ficol! 400 

ssDNA 10 mg/mL 

% 
% 
% 

DNA de esperma de salmón Ei ssDNA (1 g) se disueive en 100 rnL de agua destiíaaa 
dejándolo con agitación continua durante 12 h. Una vez disuelto el DNA se pasa varias 
veces por una jeringa de 10 ml que tenga una aguja de no. 27, hasta que la solución caiga 
en gotas, cuando esto suceda, el ssDNA estará listo para su uso 

Solución de prehibridación (Quimioluminiscencia) 

SSPE 6 X 
Denhardt 5 X 
ss DNA 1 00 ~glmL 
Lauroil Sarcosina de Sodio 0.1 % 
SDS 0.02 % 
H20 destilada cbp 

SSPE 2X SDS O. 1% 

Amortiguador O 

Áclao malélco 
NaCI 
Esterilizar en autoclave 

SSPE 5)(, SDS O 1% 

0.1 M 
015 M 

Puede utilizarse Tris-He! 0.1 M, pH 7.5 en lugar de áCido malélco. 
Ajustar a pH 7 5 con NaOH 



Amortiguador 1 

Amortiguador O + Tween 20 al 0.3% 

Amortiguador 2 

Reactivo bloqueador (Boehnnger) al 1 % solubllizado en amortiguador O. 
Se recomienda preparar una solución madre al 10% en amortiguador O, dlstnbuir en 
alícuotas de 100 mL y guardarlas a -20°C hasta su uso 
La solución de trabajo se prepara diluyendo 100 mL de la solución madre a 1 L con 
amortiguador O 

Amortiguador 3 

Tns pH 9.5 
NaCI 
MgCl2 

Anticuerpo 

100 mM 
100 mM 
50 mM 

Anticuerpo anti-dlgoxlgenina conjugado con fosfatasa alcalina 
DIluCIón 1:1Q,000 en amortiguador 2 

CSPD Dilución 1 :500 en amortiguador 3 

Anticoagulante se puede utilizar ACD o la siguiente fórmula: 
Citrato trisódlCo 13.2 giL 
Acido cítrico 4.8 giL 
Dextrosa 24.5 giL 

PBS(sofuci6n amortiguadora de fosfatos-soluci6n salina). 
Para preparar un litro 1 L (5X). 

NaCI 40.0 g 
KH2PO.<! 0.75 g 
KC¡ 2 ü 9 
Na2HP04 1.875 9 

Agua (cOp) 1 L 
Ajustar el Pll a 7 4 

Citrato de sodio al O 6% en PBS. 
Citrato de sodio (dihidratado) 
PBS 
Aforar el PBS a 
Ajustar el pH a 7.4 
FUtrar 

MedIo de McCoy modificado 
A 500mL de medio añadir: 
Gentamicina 40mg/mL 
Suero fetal bOVinO 

3.7 g 
475 mL 

500 mL 

1mL 
25 mL 

Penlciiina/estreplOmicina i O mL 
Hepes 1 M 25 mL 
(5000U/mL de penicilina G, 5000 mg/mL de sulfato de estreptomIcina). 
Ajustar pH a 7 2 



Diacetato de carboxifluoresceína (CFOA) 
Acetona 2 5mL 
COFA 25 mg 
Disolver suavemente 
PBS 417 mL 
Mezclar 
Allcuotar en frascos de 50 mL 
Guardar de -70 a -85° e en la obscuridad 

Naranja de acndina/bromuro de etldlo (AO/EB) 
Naranja de acndma 14 mg 
Bromuro de etldlo 50mg 
Etanol 95% 1 mL 
Adicionar 49 mL de PBS 
Guardar a _20° e +/M _5° e en alícuotas de 1 mL en microtubos 

Solución de trabajo: a 1 mL de solución madre, se le adicionan 9 mL de PBS. Guardar en frascos 
ámbar en la obscuridad, hasta su uso 

Yoduro de propidJo (PI). 
PI 250mg 
PBS 250mL (frasco ámbar 500 mL) 
Disolver por calentamiento en baño maria a 56-62° e 
Allcuotar 50 mL en frascos 
Guardar de _70° e 

Tinta china: reactivo para fa Unción 
Disolver 1 9 de BSA (seroalbúmina bovina) en 10 mL de EDTAlPBS 5% 
A 9.8mL BSAl5% EDT AlPBS se le adicionan 0.1 rnL de azida de sodio al 1 % Y O 1 mL de tmta 

chma 
Azida de sodio al1% Disolver 19 de aZlda de sodio en 100 rnL de PBS. 

EOTAlPBS 5% 
Adicionar 5 9 de EDTA a 90 mL de PBS. Disolver por calentamiento a 37° e 

Ajustar el pH a 7.2 con NaOH para disolver el EOTA 
Aforar a 1 OOmL con PBS. 
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