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RESUMEN.

Se realizé la determinacidén molecular a nivel de alelo de los genes clase | y clase Hl del HLA de 51
pacientes mestizos mexicanos con diagndstico de Esclerosis Miltiple para conocer su influencia en
{a presentacidn, manifestaciones, evolucion y prondstico de la enfermedad. Se integrd ademas un
giupo control con 170 teshgos sanos. En iodos los pacienies se tomd en cuenia sus
caracteristicas epidemioldgicas v las caracteristicas clinicas de su patologia, ademas a todos se
les tomé una muestra de sangre periférica para determinacion del grupo sanguineo ABQ, los
genes ciase | por microlinfocitotoxicidad y los genes clase |l por PCR-SSOP.

De los 51 pacientes el 55% eran mujeres; la edad promedio de todos los pacientes fue 36 afios
{18-61), de ias caracteristicas epidemioidgicas Hamd ia atencién 1a escolandad ya que 92% de los
pacientes tenian al menos la primaria, 59% mas de secundaria y 26% con licenciatura o posigrado.
Clinicamente &} 82% inici6 con manifesiaciones antes de los 40 afos; e sintoma inicial fue motor
en el 37% vy la forma clinica més frecuente fue brote-remision en el 67% de los casos.

£n el grupo sanguineo no se encontrd ningin paciente con grupo B, observandose una
compensacion de esta falta de B en los grupos A y AB, o cual se interpreté como un dato que
apoya un mayor compenente éinico de origen blanco en el grupe de pacientes. Se enconiré una
asociacién de susceptibilidad franca con el DRB1*0403 predominantemente con la forma brote-
remision. No se establecidé una asocciacién de proteccién franca, aungue si se sugiere prebable
proteccién con genes DRB1*1402 y DRB1*1406 de origen amerindio.

Se concluyd que la contribucion genética en la expresion de la EM en pacientes mestizos
mexicanods es de ofigen caucasoide de ancestros mediterrdneos méas que nérdicos, con una

prabable proteccion dependiente de genes de origen amerindio.
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INTRODUCCION.

La Escierosis Maltiple (EM) es una enfermedad inflamateria de la sustancia blanca de! sistema
nervioso central (SNC) con caracter de brotes y remisiones o bien progresiva y frecuente en
pacientes jovenes. Patolégicamente se caracteriza por dreas multifocales de desmielinizacién con
preservacion de los axones y pérdida de oligodendrocitos y astrogii03|s.1'2 343886

Es una enfermedad autoiimune gue ocurre en pacientes jévenes y es de las mas frecuentes del
ser humano, afecta hasta un 0 2% de k& poblacién en zonas de alta prevalencia (7). Su causa se
desconoce, sin embargo, se han implicado en su etiojogia factores ambientales y genéticos; en
apoyo a los factores ambientales se tiene el hecho de que la prevalencia fieng una distribucién
geogréfica distinta por zonas, siendo mayor conforme mas se aleja del ecuador y la migracion
puede afectar el riesge de manifestaria 7 Les eventos que se han propuesto en apoye a los
factores genéticos son: a) la EM se presenta predominaniemente en caucasicos, b} deniro de los

caucasicos existen grupos mas vulnerables, ¢) es méas frecuente entre familiares de pacientes con

EM gue en |a poblacion general y d) Ia EM se asocia intensamente a clertos tipos de HLAZ®

ANTECEDENTES
ASPECTOS HISTORICOS.

La descripcion clinica precisa de £M fue dada casi ai mismo tiempo por Jean Cruvellerr y Robert
Carswell, el primerc de elios también describié la anatomaopatologia de las lesiones o 11Charcot,
en 1868 fue ef primero en correlacionar los hallazgos clinicos con la topografia de las [esiones
histopatologicas 2 gin embargo, la primera descripcién clinica parece remontarse ai siglo XV
(1380-1433) época en que se descnbic una enfermedad similar en una religiosa liamada Santa

Y Otros autores' descnben que el primer caso en la literatura médica es el

Lidwina de Achiedan
que aparece en el libro Maladies de fa moelfe epiniére de Charles Prosper Ollivier en 1824. Ofros
informes inciuyen el realizado en 1831 por Richard Bright que describe un caso indiscutiblemente
con EM y Robert Carswell en 1838 publica un atlas de patologia describiendo en uno de sus

dibujes “una enfermedad pecuhar de {a médula y puente de Varclio”. Tres décadas mas tarde, la

descripcidn clinica se did en Inglaterra por Moxor.™ A mediades del siglo XIX algunos autores
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alemanes describieron casos de EM. Fue particularmente importante el caso de Frerichs a guien
se considera el pnmero en diagnosticar esclerosis espinal. En 1866, Vulpian establecid el término
de esclerosis en placa diseminada y uno de los tres casos que describié se presento en 1868 en
las lesiones de Charcot. S bien Charcot no fue el primero en informar un case de EM o0 sus
caracteristicas patoldgicas, si se piensa que sus alumnos Bourneville, Guerard y Ordensiein son
una extension de su pensamiento y tal vez hasta de sus palabras En Norte Aménca, Morns
publicé el primer caso de EM v posteriormenie otros autores como Hammend y Osler en Canada

contribuyeron a dar a conocer las grandes series de casos de EM.** '

CURSOC CLINICO Y SUBDIVISIONES.

La esclerosis muliiple puede tener una amplia variedad de manifestaciones clinicas  Muchos
signos y sintemas son caracteristicos pero ninguno patngnomémco.ﬁ El curso clinico también es
variahble. Se caracteriza clinicamente por episodios de aiteracién local det nervio dptico, médula
espinal y cerebro que remiten a una secuela o recurren en un periodo de fiempo variable. Las
manifestaciones clinicas son determinadas por la vanedad de localizacion y exiension de los focos
de desmielinizacion. Las manifestaciones clasicas son motoras con paresia o plgjia, parestesias,
alteraciones visuales, dipiopia, nistagmo, disartria, temblor de accidn, ataxia, alieraciones en la
sensibilidad profunda, disfuncion vesical y alteracion en la respuesta emocional,"#%°

Se describen cuatro patrones clinicos de EM. >
1 - Brote-remisidn.- cuando hay sintomas de la enfermedad que aparecen durante un perodo de
una o dos semanas y se resuelven en el transcurse de cuatro a ocho semanas con o sin
tratamientc esteroideo. La recuperacion final regresa hasta el estado previo al atague
2 - Progresiva secundara.- cuando inicia en forma de brote-remisidn y posteriormente presenta
detenoro continuc sin periodos de remisién o estabilidad.

3 - Progresiva primaria.- es con deterioro progresivo desde el inicio de la enfermedad, sin periodos
de estahilidad ni de recuperacién parcial.
4 - Recurrente-progresiva.- existen sintomas en forma de brote con recuperacion incompleta que

ocasiena incapacidad progresiva



Enia figura 1 se esquematizan los diferentes patrones clinicos.
En relacitn con las definiciones que se uliizan, un brote se define como [a preseniacién de novo
o reaparicion de un sintoma o signo durante un periodo mayor de 24 horas continuas, en ausencia
de fiebre, progresion es el sintoma o signo cuya intensidad se incrementa paulaiinamente duranie
un pernodo mayer de 39 dias,
Ei 85% de los pacientes tiene una forma brote- remision o secundariamente pregresiva, En mas
del £0% de los pacientes con una forma brote-remisidn pueden tener un mayor y continuo deterioro
siendo la forma progresiva secundaria. Aproximadamente el 16 a 15% tiene una forma progresiva

primaria, injciande habituaimente sus primeros sintomas a los 40 o 80 afios de edad.”®

e 2

BROTE - REMISION RECURRENTE — PROGRESIVA
PROGRESIVA - SECUNDARIA PROGRESIVA - PRIMARIA

Figura 1 - Formas clinicas de la EM

SINTCMAS INICIALES.
La debilidad y/o entumecimiento en una o0 mas extremidades son los sintfomas iniciales casi en {a
mitad de los casos. Es habitval que los pacientes noten parestesias o pérdida e [a sensibilidad en

un pie 0 una mano que se extiende de manera proxima en horas ¢ dias, y puede involucrar la otra



extremidad ipsilateral o contralateral y ascender al tronco  Esto sugiere desmiefinizacion

inflamatona centrifuga de los cordones posteriores de la méduma espinal, 2>

£l resultade puede
ser arrasire de la exiremidad o pérdida e! control de una o ambas piernas hasta paraparesia
espastica o ataxica. Los reflejos de estiramiento muscular se exaltan, los reflejos abdommales
desaparecen con una alteracion en la sensibilidad superficial de diferente intensidad y una
respuesta plantar extensora como evidencia demas de afeccion a la via piramidal bitateral."

La flexidn pasiva del cuello produce una sensacién de hormigaeo o como toque eléctrico iradiaco
hacia la regién sacra. Esta manifestacién es conocida como signo de Lhermitte, frecuente en
pacientes con EM."2% "7

Aproximadamente en el 25% de los pacientes, 1a manifestacion inicial es un episodio de neuritis
dptica o retrobulbar caracterizada por ser indolera, de rapida evolucién en un pericde de horas o
dias, con una pérdida parciat o total de la visién de uno {con més frecuencia) 0 ambos ojos. En
raras ocasiones la pérdida visual se mantiene progresiva por alguncs meses semejando una lesién
compresiva del nervio c‘)pth::o.18 También se puede evidenciar un escotoma que ocupa el drea
macular una amplia variedad de alteraciones en el campo visual. Hasta un 50% de los pacientes
con neuritis 6ptica pueden desarrollar otras manifestaciones de EM. El riesgd es menor si el
ataque ocurre en la infancia. '°2%%

Otras manifestaciones iniciales son inestabilidad en la marcha, sintomas de tallo cerebral
(diplopra, vértigo, vomite) y alteraciones en la miccidn. En una pequeiia proporcién de pacientes
se pueden presentar sintomas paroxisticos comoe neuralgia del trigéming y otros sindromes
dolorosos, pardlisis facial, hipoacusia o convulsiones.” Un inicio con nistagmo y ataxia es poco
frecuente, con o sin debilidad y espasticidad de las piernas, indicando lesion cerebelosz vy del
tracto cotticoespinal. La combinacidn de nistagmo, lenguaje escandido y temblor de intencidn se
conoce como triada de Charcot, 1a cual es habitual en etapas avanzadas de ia enfermedad.’

l_as alteraciones en las funciones mentales, presentes en el 40 a 70% de los pacientes, incluyen

euforia (la estipida indiferencra definida por Charcet), relacionada con lesiones en [dbulos

frontales, depresion, alteracién de memoria y demencia En un 2 a 3 % se puaden presentar crisis



convuisivas, quiza condicionadas por lesiones a nivel de corteza cerebral 0 sustancia blanca
subyacente ”

Los sintemas miciales de EM son inducidos por calor o gjercicio, se pueden acompanar de un
patrén de fatiga diurno y pueden tener un inicio postparto {durante el embarazo se pueden mejorar
o estabilizar las manifestaciones) 522

Las 5 variantes descritas de EM son:™
1 - Esclercsis concéntrica de Balo. Una rara condicién que afecta a adultos jévenes y tiene un
cursg corto, usualmente de meses. Parece ser mas frecuente en regiones de Filipinas y China.
Tiene una adecuada respuesta esteroides 24
2.- Neuromielitis optica {enfermedad de Devic) Se refiere a una entidad en la que las lesiones de
la médula espinal y del nervio 6plico se desarroilan de manera simultadnea ¢ sucesivamente, La
resonancia magnética de crdneo habitualmente es normal.?

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 crénica. La mayoria de los
pacientes son }c'z\prenes.25

4.- Esclerosis difusa miefinoclastica (enfermedad de Schilder). Es unaz forma diferente de
adrencleucodistrofia o encéfalomielitis postinfecciosa Es una enfermedad rara que afecta nifios.
Se presenta con prablemas visuales, convulsiones, cefalea y vomito *°

5 - Sindromes monofasicos que pueden presentar el inicio de la EM o ser autolimitados y nunca
presentar eventos posteriores. Incluyen neuritis éptica aislada, mieiopatia transversa aguda y
encéfalomiefitis diseminada aguda »

La presencia de afasia, apraxia, alieracidn de campo visual sin escotoma, coma, convulsicnes,
demencia temprana, encefalopatia, uveitis, manifestaciones extrapiramidales, desarrollo temprano
de amiotrofia con arreflexia y mielitis transversa aguda dolorosa son consideradas poco comunes
deEM>Y

En relacidn con el curso clinico, aproximadamente dos tercios de los pacientes inician antes e los
30 afios de edad y presentan en su inicio una forma brote-remisidon  Las exacerbaciones tardan

de 4 a 16 semanas Algunos factores clinicos al inicio se han asociado a un peor prondstico



funcional como la presencia de mas de cuatro brotes en los primeros dos afios de evelucion, un
intervalo corto entre el pnmer segundo brote (menos de dos afios) y el desarrolio de incapacidad
fisica maderada en los primercs tres afios”’ Otros factores de mal prondstico son una edad
avanzada al inicio, génaro masculino, progresidn lenta del déficit motor como sintoma principal,

disfuncidn cerebejosa lemprana y un curso progresiva.

DIAGNOSTICO

Se han reperiado un gran namero de criterios diagndsticos como se sefiala en el Cuadro 1.

Categorias diagnosticas ;| Afjo | Referencia
Probable 1954 28

Probable temprana

Latente posible

Clinicamente definida 1965 28
Definida 1972 30
Probabie
Posibie
Clinicamente definida 1976 Y|

Cilinicamente probable
Clinicamente posible

Probada 1977 32

Clinicamente definida
Temprana probable
Latente progresiva

Posibie sospechada

Probahle 1983 33
Ciinicamente definida

Cuadro1 - Criterios diagndsticos para EM.

Los criterios de Schumacher, son los que arficularon el espectro clinico que se foma en cuenta

aun en la actualidad; sin embrago, fueron propuestos en una era sin estudios de imagen sensibies.



Para la EM definida, los critencs de Schumacher incluyen lo sigulente:

1 - Edad apropiada {10 a 50 afios).

2 - Enfermedad de sustancia blanca del sistema nervioso central.

3.- Lesiones diseminadas en tiempo espacic

4 - Alteraciones objetivas en fa exploracién.

5 - Evolucidn: ataques al menos de 24 horas, separados por Un mes o progresion lenta.
6 - Mé4s de 6 meses de duracidn.

7 - No otra mejor explicacion.

8.- El diagnostico debe ser hecho por un naurélege experto.

Los criterios del comité de Washington (Poser) se desarroliaron hace dos décadas, abarcan
informacion clinica, de los resultados de taboratorio y de imagen (incluyendo resonancia
magnética), estos criterios son los que actualmente se utilizan en todos os estudios de EM.Z¥

Los criterios de Poser para EM incluyen las caracteristicas que se enlistan a continuacion;

1.- Alteracién especifica y objetiva del SNC en la exploracion neurotégica.
2 - La aiteracion debe incluir predominantemente tractos largos de la sustancia blanca, incluyendo
via piramidal, vias cerebelosas, fasciculo lengitudinal medio, nervie dptico y columnas posterieres.
3.- Por hustoria o al examen fisico afeccion de dos o mas areas del Sistema Nervioso Central:
a) LaImagen por Rescnancia Magnética (IRM) puede ser utilizada para documentar {a segunda
lesion. Las lesicnes en IRM deben ser cuatre lesiones involucrando sustancia bianca o tres si
una de ellas es periventricular. Deben ser mavores de 3mm. Para pacientes mayores de 50
afios, deben cumplir al menos dos de los siguientes criternos por imagen: a) lesiones =/> 5mm,
b) lesiones periveniriculares y ¢) lesiones en fosa posternor
b} Los potenciales evocades pueden ser utilizados para documentar la segunda lesion cuando el
examen fisico no ia documente.
4.- El patron clinico debe consistir en a) dos o méas episodios separados de afeccion al SNC en

diferentes sities, de una duracion al menos de 24 horas v cen un mes de separacion, o b)



progresion gradual en un lapsc de 8 meses si se acompafia de aumento en la siniesis de igG en
dos o méas bandas ohgoclonales en el Liquido Cefalorraquidec (LCR)
5« Incio entre los 15 y 80 afios de edad.
6 - Las manifestaciones de! paciente no deben ser atribuibles a oira enfermedad, mcluyendo la
determinacion de. analisis del LCR, IRM de craneo o médula espinal, niveles de B12, virus de
inmunodeficiencia humana, VSG, factor reumatoide, anticuerpos antinucleares, VDRL, enzima
convertidora de angictensina (cuando exista sospecha de sarcoidosis), serologia para Borrelia
{enfermedad de Lyme}, acidos grasos.de cadena muy larga adrenoleucodistrofia) y lactato en LCR,
biopsia muscular o analisis de DNA mitecondrial (para mitocondriopatias).

Los criterios diagndsticos determinan diferentes categorias diagnosticas:

- EM definida.- si s& cumplen los seis criterios.

- EM prebable.- si se cumplen ios seis criterios excepto' a} una anormatidad objetiva a pesar
de dos episodios smtomaticos ¢ b) un episcdio sintomético a pesar de dos o mas
anormaidades objetivas.

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

anormalidad objetiva

FISIOPATOLOGIA.

La fisiopatoiogia de la EM no estd bien determinada, se han propuesto multiples mecanismos
para explicar ia desmielinizacion que no excluyentes uno del otro y tal vez iedos con alguna
impettancia en ¢l desarrollo de la enfermedad. Los mecanismos implican a la autoinmunidad,
infeccicnes diversas y a diferentes factores genéticos.5 Por o que la EM es indudablemente una

enfermedad poligénica y multifactonal.

HIPOTESIS DE AUTOINMUNIDAD
Actualmente hay un sinnimero de evidencias que apoyan a ta EM camo una enfermedad de
naturaleza autoinmune, en la cual una reaccin Inmunoldgica va dirigida contra antigenos propios

de mielna.” En este paradigma, la interaccidn del receptor de la célula T (TCR) cooperadoras (Th)



CD4+ con antigenos de mieling presentados por ciertas moiécutas HLA clase Il que se hailan en
ta superficie de los macrofagos y posiblemente por fos astrocitos. Ambas céluias funcionan como
células presentadoras de antigeno (CPA) y fa interaccion entre eflas y el Th resulta en la activacion
de células T cooperadaras con la consecuente, secrecidn de citocinas, profiferacion de células T
especificas y activacién de macrdfagos y de células B. Esta cascada de activacién de células del
sistema inmunoldgico es la que terviene la destruccién de mielina.’* Algunos estudios recientes
sugieren que un estimulo ambiental puede jugar un papel imporiante en la iniciacién de fa
autoinmunidad en la EM, posiblemente a través de mecanismos de mimetismo molecular o

produccion de superantigenas "%

El mimetismo molecular es el fendmeno mediante el cual
aigunas estruciuras similares entre epltopes de células virales v epilopes antigénicos del
hospedero tienen una reaccion cruzada y conducen a la induccién de una respuesta autoagresiva
mediada por las células T que reconocen estos epitopes en la periferia para posteriormente migrar
estas células T activadas hacia el sistema nerviose central.” Los superantigenos moléculas
inmunoestimuladoras derivadas de bacterias y virus que pueden inducir la activacion de un gran
nimero de células T en forma |ne:spe<:ff'1c:a.7 Un elemento esenciai en ambas hipétesis es ia
migracion y expansion de células T CD4+ autoreactivas en el sistema nervioso cenirai. Estas
tecrias han sido demostradas in viiro y en la encefalttis alérgica autoinmune que es el modelo
experimental de la EM™, sin embargo, hay pocos dalos in vivo que se han publicade sobre todo en
relacién con el mimetismo molecular™  pues es mucho mas dificil su demostracidn in vive.
Aungue ef concepto de que la respuesta inmunoldgica celular contribuye a ta destructitn tisular en
la EM es generalmenie acepiade, aun no es claro si ia respuesta inmunoldgica inicia ef dafio o es
consecuencia del proceso propie de la enfermedad. Ademas, continua el dehate sobre cual de los
compenentes del sistema inmunolégico son los que tiener el papel clave en la EM. La mayoria
de los investigadores enfatiza el papel de los linfocitos Th CD4+ en ocasionar desmielinizacién a
través de la activacién de macréfagos, que atacan a la unidad mielina-cligodendrocito, sin
embargo, la contnbucién de las células T citotdxicas (Tc) CD8+, microgha, astrocitos, citocings y

complemento agn no se define por completo.T 35



~ Papel de linfocitos Th CD4+ vs Jos Tc CO8+.
Las células T se dividen en dos categorias funcionales como se sefiala en el Cuadro 2 por la
presencia de dos antigenos en sus superficie, el CD4 que marca a las cooperadoras y el CD8 que

define a los T citotoxicos.”™

Estos subtipos interactan con meléculas MHC especificas para
regular y activar ia respuesia inmunolégica. Las moféculas HLA clase (I son restringidas a ios
jinfecites T CD4+ que son los mayores productores de citocinas y se asocian con la
hipersensibiidad retardada vy determinan la sintesis de anticuerpos generados contra péplidos
protéicos  Las motéculas HLA clase | son restringidas a células T CD8+ vy son asociados a
citotoxicidad.  Algunas investigaciones sugieren que fas células Th son las iniciadoras de ia
destruccion tisular gn la EM, y otra vez la evidencia més contundente deriva de estudios en ia
encefalitis experimental autoinmune (EAE}.35 La inmunizacién de animales con clenas de célulag
Th CD4+ especificas contra proteina basica de mielina (PBM) produce una enfermedad “EM-like”
denominada EAE.® Los ratones trangénicos hechos con células Th CD4+ expresan un recepior
de céiulas T (TCR) transgénico especifico para PBM, pero no para otros linfocitos. En la EAE, los
estudios inmunocitoquimicos revelan gue predominantemente se hallan linfocitos con de TCR alfa-
beta, ademas de gue hay una sola expresion de moléculas HLA ciase 1l en ios macrofagos y en las
células gliales™ Ademas la EAE puede ser prevenida o revertida en ratones o primates usando
anticuerpos dirigidos contra el CD4,"*

Algunos estudios en humanos corroboran gue las células Th CD4+ son los mediadores
principales en {a ENi. Se observan células CD4+ y moléculas MLA clase || alrededor de los vasos
en la lesiones activas de EM, especiaimente cerca de ios bordes y las moléculas clase 1 se
localizan ultraestructuralmente en pericitos, macrofagos perivasculares, microglia y astrocitos.’
Como una prueba directa de la hipotesis de la participacién de las células Th CD4+, se llevd a cabo
un tratamienio que disminufa sustancialmente el nimero de células T CD4+ en pacientes con EM
usando un anticuerpe monoclonal hibrido ratén-humano, sin lograr alguna influencia en la historia
natural de la enfermedad.” La mayaria de las investigaciones se enfocan al papel de la células
CD4+, sin embrage algunos trabajos sugieren que ta respuesta por moléculas HLA clase I-células

CD8+ puade tener un papel importante en la patogénesis de las enfermedades desmielinizantes



Ademés de las céiulas CD4+, las Tc CD8+ también se encuentran en ias tesiones activas de EM.Y
Estas células T CD8+ reconocen péptidos presentados por moléculas HLA clase |, y los
oligodendrocitos adultos expresan moléculas clase | pero no clase 1, ain cuando se estimulan con
'mtss:rfercan-gamma.7 Esta situacion apoya que los oligodendocitos adulfos son las células blanco de
los linfocitos, siendo reconocides por moléculas clase | y no por clase (I del HLA. En la EAE las

- - 4
células Tc han mostrade tener un efecto inmunorregulador en el curso de la enfermedad. 2

Tipocélula T Subtipo Molécutas MHC  Tipoc HLA Citocinas Pape! potencial

que producidas enla EM
restringen la
respuesta
Th CD4+ Cétulas Thi Clase Il DP,DQ, DR IFN-y, TNF-o Inflamacion,
desmielinizacién

Th CD4+ Células Th2 Clase 1l DP, DG, DR IL-4, iL-10 Inhie Th1
Tc CD8+ Células Clase | A B, C Perforina Lisis de oligo-

citotoxicas dendrocitos
Tc CDg+ Células Clase | A B C TGF-p Inhibe Thi

supresoras

Cuadro 2.- Tipos de células T =

- Macrofagos y microglia

En las lesiones activas de EM se observa la presencia de gran ndmero de macrdfagos y
microglia;’ esto sugiere que dichas células tienen un papel importante en ta desmilelinizacion,
Aunque su funcion como barredores de mielina es aceptada, no se ha establecido si jJuegan un
papel primariamente patoldgico en la induccion de la desmielinizacion de los humanos. También
en la EAE se ha encontrado que estas células son mediadores de la destruccion tisular. La
deplecion de macréfagos o la administracion de sustancias antimacréfagos previene la induccion
de EAE; ademds en la EAE se ha demostrado ia activacion, proiiferacion y migracion de 1a
micreglia.*** Los macréfagos y Ia microglia secretan algunas citocinas como interleucina-1{IL-1},
la IL-6 y el TNF-alfa, que pueden romper {a barrera hematoencefalica.” También expresan HLA-

DRy porlo tanio pueden funcionar como células presentadoras de .emﬁgeno.7



- Astrocitos.

La evidencia actual sugiere que los astrocitos pueden tener un papel importante en la modulacion
de la respuesta inmunolégica de destruccion que ocurre en la EM  La hipertrofia reactiva
astrocitica es una caracteristica comdn de las lesiones activas de EM y la gliosis se incrementa con

la maduracidn de las lesiones.

La posibildad de que {os astrociios participan en ia destruccion
de mielina se basa en la actividad incrementada de enzimas fisosomales y la observacién de
material semejante a mielina degrada en la uffraestruciura de eilos. También pueden producir una

gran variedad de citocinas proinflamatorias y anti-nflamatorias y mediadores que pueden contrbuir

a la lesion tisutar en la EM.”

- Profeina basica de mielina (PMB).

De los diferentes antigencs potenciales en la EM para el sistema nerviose central, [a PBM ha
sido la mas estudiada. Por el analisis de la EAE, es una respuesta inmunoiogica dirigida contra la
PBM el mecanismo patogénico posible en la EM. La autoinmunidad a MBP podria resuitar del
mimetismo molecular o de 1a liberacién de PBM de diferentes sitios dentro de ia bamrera hemato-
encefélica en personas susceptibles En pacientes con EM se encuentra una respuesta
inmunolégica detectable contra PBM en sangre, liguido cefalarraquideo (LCR) y posiblemente en i
cerebro ¥ La PBM se codifica en el cromosoma 18, ha sido investigada como un locus candidato
de susceptibilidad para EM sin lograr encontrar alguna asociacién.” Las diferencias entre PBM de
pacientes con y sin EM también han sido estudiadas, sin lograr encontrar que tengan alguna

asociacion con el desarrolio de la enfermedad.®

-inmunoglobulinas.

La inmunocglobuiina G pusde estar involucrada en la patogénesis de ia EM. En pacientes con EM
se encuentran niveles aumentados de IgG en suero, LCR y cerebro.® La 19G en LCR es
oligoclonal y frecuentemente restringida a subclase 19G 1. La cadena pesada de lgG esta

codificada en el cromesoma 14 y es altamente polimérfica; consiste en segmentos llamados V, D, J



y C. Laregion C de la IgG incluye genes clase 1, 2 y 3. Cada una de estas ciases es polimérfica,
Los estudios mas tempranos del polimorfismo de 1gG en pacientes con EM han utifizado métodos
serologices.  Alguncs han reportado ascciacién, siendo inconsistente.” Otros estudios no han
confirmadc la asociacion otros han reportado un aparente mayor nesge con el fenotipo Gm en
pacienies portadares del HLA-DQ1 ® Sin embargo, después de estratificar clinicamente la EM o el

HLA no ha sido posible confirmar alguna ascciacion significativa o pers‘:s’zente,7

- Complemento.

Ei complemento es un mediader imporiante de la inflamacion Los oligodendrocitos de ratas
adultas son susceptibles @ la hsis otasionada por anticuerpos independientemente de ia accidén del
complemento.® El depésito de complemento en los vasos del SNC de pacientes con EM se asocia
a la ruptura de la barrera hemato.—encefdlica®™ Se ha identificado ia presencia de complejos
inmunes circulantes, niveles bajos de complementc y factores activados por la cascada del
complemanto en ef suero y en ef LCR de pacientes con EM, cuyos niveles fluctuan con la actividad

de la enfermedad.*®

La hipocemplementemia de C2 en pacientes con EM ha sido asociada 2 la
presencia de un gen no funeenal o nulo.”’ Debido & que et gen de C2 se localiza en la regidn de
genes clase [l del MHC, ia asociacion con el alelo C2 nuio se explica por desequilibrio de unién
con ciertas moléculas HLA clase If; sin embarge, esto no ha sido confirmade  Aunque no se ha
confirmado |a relacion con genes de C4 gue también se ubican en la regidn de ciase [}, existe un

trabajo que descnbe la asociacién de fa EM con el haplotipo C4A4/C4BZ™; oftros autores

encontraron incrementado el alelo C4Q0 en gitanos al comparar con pobissidn hingara con EM.*

- Factor de necrosis tumoral.

Ef factor de necrosis tumoral (TNF-alfa) es una citosina inflamatona cuyos genes también se
iocaiizan en ia regién ae ciase Il del MHC Es directamente idxico para la mielina in vitrc y
produce una lesidn selectiva de oligodendrocitos e Induce fa proliferacidn de astrocitos.®® También
se encuentra en las dreas activas de EM  1.0s niveles de TNF detectables en LCR correlacicnan

con la actividad de ia enfermedad y su pmgreslcin.s’1 Tampoce se ha confirmado una asoclacién



con el polimorfismo de TNF y ia presencia vy curso de fa EM. Por lo {anio, aunque algunas
inveshigaciones sugieren que el TNF esta invoiucrado en la patogénesis de iz EM y cieros
polimorfismos del TNF son asociados de manera no consistente con aitos niveles de expresidn, fas
vanantes genéticas de TNF no estan involucradas de manera convincente en la expresion de la

EM’

- Mutaciones mitocondriales.

En algunas ccasiones, los pacientes con neuropatia dptica hereditaria de Leber {LHON) tiene
sintomas neurolégicos adicionales como espasticidad y atexia. Se ha investigado si existen las
aiteraciones mitpcondriaies encontradas en LHON en pacientes con EM sin lograr evidenciaras;
por lo anterior parece poco probable que las mutaciones asociadas a LHON puedan contribuir a
mayor suscephbilidad para desarrollar EM. Se ha descrito una aiteracién en la funcién mitocendrial

en algunos pacientes con sindrome “parecido g la EM" P2

- Otros genes.

Se han implicado otros genes polimérficos como los iransportadores asociados con el
procesamiento del antigeno (TAP1 y TAPZ) localizados entre 125 regiones HLA-DP y HLA-DQ del
MHC. No se ha logrado establecer alguna asociacion evidenie de estas moléculas y  su

polimerfismo con la presencia y el curso de la En. ¥

E! pelimorfismo en los genes para una
gran proteasa muitifuncional, el proteosoma de bajo peso molecular {LMP2 y LMPT), tamhién
involucrado en el procesamiente del antigenc y situade muy cerca de 1os genes TAP, no se ha

ascoiado a la EM®  Los estudios de vanantes de alotipos y genotipos de aifal-antitripsina

tampoco parecen parficipar en ia expresién de la EM.¥

LAS INFECCIONES EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE
Los patrones de inflamacion multifocal vistos en la susiancia tlanca de pacientes con EM, Ia
epidemiologia de la enfermedad y 10s avances en el estudic de infecciones persistentes han

aumentada el interes en el concepto de que la EM es ef resultado de una infeccidn lenta. Esto no



es nuevo, pues fue propuesto por Marie desde 1684.5 Desde esa época, muchos agentes
infecciosos han sido consideradas como posibles candidatos etioldgicos. El abordaje diagndstico
utilizado para decumentar las causas infecciosas en ofras enfermedades neurologicas no ha sido
ot en el estudio de la EM La investigacion extensa de tejido de pacienies con EM no ha
mosirado organismos infecoiosos. Aungue se han descriio una vanedad de parcticutas®™ presentes
en autopsias y biopsias de tejido, estos probablemente represemtan los productos de degradacion
de la mielina o cambios no especificos en astrocitos reactivos.”

Es posible gue un virus sea responsable de la enfermedad y que se infegra primariamente al
genoma de la célula del hospederc de modo que no puede ser reconocida por técnicas
convencionales Recientemente se encontrd por téenicas de hibnaacién in sifu el genema del virus
gel sarampién integrado en los cerebros de algunos pacienies con Em.% Algunos estudios
posteriores mostraron este matenal en oiros pacientes con EM y en sujefos sanos.®  Es
interesante gue otros como el genoma def virus herpes simple también se ha identificade por el
método de Souther biof en sangre de sancs y de pacientes con EM. Los resultados de estos
estudios establecen que el material genético vira) persisie en gl SNC aunque {as particulas virales
70 puedan visualizarse

Se han hecho estudios de aislamiento directo y con los afios se han propuestes varios agentes
nfecciosos como candidatos etioldégicos  Incluyen espiroquetas, micoplasma, protozoarios y
algunos virus como el de la rabia, herpes simple, parainfluenza 1, corona y un agenie relacionado
antigenicamente con el virus aislado de la mielopatia-opticoneuropatia subaguda. Sin embargo
estos hallazgos no han sido confirmados.™

Hay muchas formas en las que un virus puede estar involucrade en la patogénesis de la EM: 1)
Una infeccién transiioria o persistente fuers del SNC puede aclivar células T autoreactivas por
medio de mimetisma molecular o por otros mecanismos Inespecificos: 2) Una infeccidn transitoria
del SNC puede infuar una cascada de eventos que fomenta la autoinmunidad (ruptura de ia
harrera hemato-encefalica, etc.), 3) infecciones recurrentes del SNC pueden precipitar inflamacian
repetida y desmielinizacién; y 4) Una infecoién viral persistente en el SNC puede provocar

reacciones Inflamatonas gue dafien a los cligodendrocites 0 puede danarlos directamente.’



Fuera de la especulacion y de los datos epidemiologicos, hay escasa evidencia gue demuestre ta
coninbucién de una infeccion viral en la EM. Los estudios seroldgicos tempranos son dificiles de
interpretar debido a que la elevacién de tituios de anticuerpos y la activacion de fa respuesta
humeral son inespecificos a diferentes virus. Muchos pacientes con EM tienen en ef LCR titulos
elevados de anticuerpos centra virus del sarampidn © del herpes simple, pero no parecen ser
especificos Rara vez se han cuitivado virus directamente del LCR de pacientes con EM, pero se
aisi¢ una nueva cepa del herpes simple y un nuevo virus (virus Inoue-Meinick) a partir del LCR de

65,66

pacientes con EM. Muchos ofros virus se han identificado por la presencia de anticuerpos en

7 58 88 70

pacientes con EM sin lograr establecer una asociacion real persistente. Los hallazgos se

observan en el Cuadro 3.

Virus Afio Refarencia
Rabia 1946 71
Herpes simpiex 1564 72
Sarampion 1972 73
Parainfluenza i 1872 74
Agente de EM 1975 75
Paramixovirus 1876 75
Corenavirus 1979 77
HTLV-1 1985 78

Cuadro 3 .- Virus aislados en EM (medificado de 79).



GENETICA Y ESCLEROSIS MULTIPLE.

Los factores genéticos parecen ser relevanies en la susceptibildad para desarrollar EM,
sugendos per1a alta prevalencia de la enfermedad en parientes de primer grado de pacientes y por
el alto indice de concordancia en gemelos menocigéticos contra [os dicigoticos  Recientemente,
algunos loci, incluyendc la regién variable de cadena pesada, el polimordismo del TCRay Py la
regidn 5° del gen de la proteina basica de mielina han sido implicados en la susceptibilidad para
desarrollar EM %%

En el Cuadro 4 se indican los rasgos que por analisis de historia ¢linica lievaron a la basqueda de

genes involucrados en la enfermedad.

La Esclerosis Mdltiple como una enfermedad genética.

1 - Agregacion familiar

2 - Baja incidencia de EM conyugal.

3 - Alta concordancia en gemelos monccigotos (25-30%) comparada con dicigotos o
no gemelos (3-5%)

4 - Efecto ne detectable de factores ambientales en la susceptibilidad de parientes de
primer grado de pacientes con EM.

5 - Correfacion con algunos loci y la susceptibllidad para desarrollar EM.

Cuadro 4 .- Factares gue apovan angen genético de la M.

El posibie papel de los factores hereditarios en el desarrollc de EM se empez$ a sospechar desde
hace mdas de un siglo cuando en 1896, Eichhorst la llamd una enfermedad “hereditaria y
transrisible”. ™ Posieriormente, la evidencia de que se trata de una enfermedad hereditaria se ha
establecido de la observacién de la presencia de la EM en parientes. En 1950 se estudiaron las
genealogias y se hizo el anélisis genético clinico & 85 familias que tenian al menos dos miembros
con EM vy se establecid que su patrén hereditario era de penetrancia incompleta, lo que implicaba
fa existencia de un stlo gen influido por factores exdernos o la padicipacién de genes maftiples. En

ta misma época se publico que la susceptibiiidad para la EM aumeniaba por la presencia de dos o



mas genes independienies, sugiriendo el concepto de herencia poligénica 82 pysteriommente se
establecié gue iz interaccion de factores genéticos y ambientales es crucial en ¢l establecimiento
de la enfermedad ®

Sin embargo, |la evidencia de la complejidad de fa transmision gendtica de la EM es importante,
basada en chservaciones como el indice de solo ef 30% de concordancia en gemelos dicigbiicos,
baja incidencia de EM en espoesos, {a relativamernte alia presencia de EM en parnentes de segundo
y iercer ogden de pacientes con EM comparada con la pobiacion general v ia identificacion de
grupos resistentes a EM en areas de alto riesgo como los aborigenes de la Isla Torres en
Australia®, en los amerindios de Norte Aménca™, las poblaciones asiaticos coma los chinos y los
japoneses en Nerte América™, fos afroamericanos®’, los gitanos en Hungria , los Maoris de Nueva

Zelanda™®

| v los Yakutes en e norte de Rusia.’

El andlisis genético de la EM se ha enfocado tradicionalmente a estudios de asociacién de
genes candidatos, en los cuales |as frecuencias de alelos en grupos de pacientes y testigos sanos
se comparan y la diferencia se somete a andlisis estadistico. La asociacién a menude se expresa
como &l nesgo relativo que tiene un individuo para desarroliar la £M si es portador de algin alelo o
marcador, comparado con un individuo que no es portador. Los genes candidatos se definen como
genes que tiene posibillidades 16gicas de tener aign papel en la enfermedad; para la EM, los
genes candidatos mctuyen citocinas, receptores inmuncldgicos y proteinas involucradas en el
control de virus  Con excepcién del locus MHC, los estudios de asociacion de casos y controles
han contriburde muy poco en la identificacion de genes asoclados a la EM.  Estos genes se
muestran en el Cuadro 5.

Los estudios basados en familias, por otro lado, permiten la identificacion de haplotipas que
segregan junto con la enfermedad y dan una informacion genética més certera en términos de que
detecta fligamiento y no para asociacién, Cste métode permite la localizacién precisa de genes
candidates y es de gran valor para determinar ia peneirancia de ios genes de susceptibilidad para

EM $0
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Cremosoma 15

IGF 1R q25 F

TRK-C q24-q25 F
Cromesema 16

Receptor de {4 pi2i-pii2 FE
Cromosoma 17

Mreloperoxigasa ¢23.1 E

OMGP ql12 FE

Integracian viraf acoirdpica gi1 E
Cromosoma 18

PBM q22 FE
Cromosoma 19

C3 pt3 E

APO-E q13 F/E

1CAM-1 p133p132 E

TGF-beta qi3 FE

MAG qi3.1 FE
Cromoscma 22

PDGF B q12 3-g31 F

CYP2D8§ q13 E
Cromosoma X

PLP q22 F/E

GABRA3 g22-q28 E

E

Secuencias mitocondriales

Cuadro 5.- Genes candldatos de EM en estudlos de gasos controles
i Irterleucing, TGF Factor de fransformacdn de quimetinas, Factor de hecrosis turnoral, TAP Transportadores

asociados a presentacidn del antigeno, MOG Glmrxmelna da djgodendrccm meehna, HSP Protelna de ¢hoqus térmice, APO Apeproteing, TGR
Receptor de la célula 7, INF interferon, lg inmunoglobulna, ICANM Mokcula de adhesién tracefular, PBM Protefna bésica de melina, MAG
Glicoprotelna asccrzda a muelina, GABRA3 Receptor A3 del &uds gamma-aminobutings, PLP Protelna proteslimda, FGF Factor de crecimiento de
fibroblastos PDGF Factor de crectmiento denvadoe de plaquetas, GGF Factor de crecimiento glal, ILGF Factor de crecimrento parecido a fa instlng,
IGF Factor de crecmiente de insulina

DISTRIBUCION GEQGRAFICA Y EPIDEMICLOGIA DE LA EM.

Desde los estudios originales de Kurizke, en la década e los ochenta se establecié una elevada
prevalencia de [a enfermedad en ias latitudes al nore del ecuador, en dende es mayor de 80 por
100,000 habitanies v ha liegado a ser nasta de 300 por 100,000 habitanies, mienras que en Affica
v Asia se ha considerado de 5 por 100,000 habitantes ¥ Segtin las cifras anteriores, Kurtzke™
clasificod 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, Canadé, sur de Australiz y Nueva Zelanda se
caracterizan por cifras de 30 por 100,000 habitantes. En cambio, ias regiones de mediano riesgo

se caracterizan por una prevalencia entre y 25 por 100,000 habitantes e incluyen ei sur de Europa,



v Estados Unidos v el norte de Australia. Las areas de bajo riesgo son aquellas con prevalencias
pot abajo de 5 por 100,000 habitantes e incluyen Asia y algunos paises de Sudamérica.

Se ha dentificado un aumento de la prevalencia de ia EM en ofras lattudes, as! como brofes o
epidemias, como ia ocurrida en las islas Faroe® Se han establecido numerosas hipétesis sobre
los factores que contribuyen a a presencia de EM en diferentes areas del mundo  Si bien se ha
asociado [z EM a un origen caucasico, también se e ve en Latinoamérica vy paises onentales,
aunque se les considera areas de menot frecuencia,

Los eventos que apoyan a la teoria ambiental de ia EM incluyen: 1) la prevalencia de EM que
varia con la iocalizacién geografica, generalmente aumentada conforme aumenta la distancia del
Ecuador; 2) la migracién puede aiterar el riesgo de ocurrencia de EM v el efecto dei rlesgo
depende de iz edad de migracion®; 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 monocigétos es menor al 100%; 5) la existencia de epidemias de EM™y
6) el aumento acelerado n algunas areas geograficas especificas.”

Por ofro lado, Ia teoria genéiica, se apoya en hallazgos como: 1) la EM es una enfermedad
primariamente de caucésicos™; 2) deno de los caucdsicos algunos grupos étnicos son mds
vulnerables™; 3y hay grupos €tnicos “resistentes” a la EM, 4) la EM es mas comiin en familiares de
pacientes afectados™; 5) la concordancia entre gemelos monocigdticas es de 6 a 10 veces mayor
aue en dicigéticosm; 6) la presencia de grupos raciales con mayor riesgo’; y 7) la EM segrega con

hapiotipos HLAY "®. Finalmente el otro factor referido, es la teorfa vira! ya descrita.

FACTORES AMBIENTALES.
£} DISTRIBUCION GEQGRAFICA.

Desde los estudios de Kurizke donde ideniifict y clasificé a las area de prevalencia de la EM, se
ha obssrvade un aumentc en las fasa de prevalencia, lo gue obligé a un reajusie de tas
definiciones dadas (vide supra). Actuaimente se consideran zonas de bajo riesgo aquellas con <50
por 100,000 habitantes, de riesgo medio entre 50 y 100 por 100,000 habitantes y de alto nesgo con

=100 por 100,000 habitantes Las areas subtropicales tienen una baja prevalencia que se gleva



hasia latitudes norte y sur  Este gradiente se ha confirmado en Europa, Estados Unidos de
Notteamérica, Japon, Australia y Nueva Zelanda *'"'

Estos datos se han ampliado recigntemente, identificando ofros lugares de baja prevalencia.
Milanov publicé entre los gitanos de Bulgana una prevalencia de 19.1 por 100,000 y 18.4 por
100,000 habitantes'™. En chinos de Hong Kong la prevalencia es de 088 por 100000
habitantes™, Hoffrman informé 3.4 a 3.7 por 160,000 habitantes en Nuevo México ™y En Rusia se
nofificé una prevalencia de 11.5 por 100,000 habitantes.

Oiros autores han descubierto nuevas areas de riesgo medio en Valladolid de 58.3 por 100,000
habitantes’™, en Key West Florida 70.1 por 100,000 habitantes {doce veces la calculada en esas
iatitides por meodelos experimentales, Ge 7 a 44 veces mas ef promedio de 4reas de tatitud similiar,
incluyendo fa ciudad de México, Hawai, Nueva Ortedns, Louisiana y Carolina del Sur), en Francia
se reporta una prevalencia estable & 50 por 100,000 habitantes'™ y en Hungrfa de 65 por 100,000
habitantes '™

Las nuevas areas de alto riesgo son, enfre otras; Escocia con 203-219 por 100,000 habitantes'®;
Cerdefia, lialla con 143.8 por 100,000 hatitantes™ e Iflanda con 188 por 400,000 habitantes' ™,

Las conclusiones que hasta el momenio se pueden esiablecer de los sstudios epidemiologicosn
son: 1) existe un gradiente norte-sur independientemente de factores raciales o genéﬁcosgz, 2)
existe una mayor diferencia en la prevalencia en ausencia de diferencias de lattud®'; 3) individuos
de un mismo grupo étnico tienen un indice de prevalencia semejante o muy diferente en dreas
geograficas ampliamente separadas’™; y 4) ewsten grupos de resistencia aislada

113
dﬂ2.

independientemente de la lafitu . En la Figura 2 se observa claramenie las areas de

prevalencia alta, media y baja descritas hasta ahora

B) MIGRACION.

Se ha obsevado que a migracion constituye un slemento oue altera el riesgo de presentar EM
Les migrantes tienden a adquirir el iesgo de su nuevo lugar de residencia. Sin embrago, esio no

ocurre inmediatamente después de cambiar de residencia, habituaimente se modiica para los
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descendientes de los inmigrantes, lo que sefiala que el medio amblente actla primordialmente en
los prmeros afios de vida™,

Los datos que apoyan estas conclusicnes incluyen haflazgos como que los emigrantes del Reino
Unido a Sudafrica mantienen la prevaiencia de 38 por 100,000 habitantes, a diferencia de sus
descendientes nacidos en dicha nacion en guienes distinuyen el fiesgo 11 por 100,000
habitantes'"". El anafisis posterior de los inmigrantes de Sudafrica reveld que quienes emigraban
antes de fos 15 afios de edad tenfan un rlesgo més bajo™.

Los japoneses emigrantes a Estados Unidos de Norteaménca mantienen la baja prevalenciadela
EM, aungue un poco mas elevada que los residentes en Japon; pero sin adquitr la elevada {asa
propia el nuavs lugar de residencia®. Por ofro lado, los descendientes de japoneses nacides en
Hawai contintian con una baja prevalencia y con especial afeccion medular y del nervio optice™™,
También se han estudiado a los hijos de madres vietnamitas y padres franceses migrantes a
Francia en los primero 18 arios de vida, que presentan un incremento en el riesgo para EM'™.

Se han publicade hallazgos controvettidos como el caso de los judios sefaraditas quienes
mantienen la prevalencia de EM si emigran después de los 15 afios a Asia y Afiica; v adquieren el
riesgo bajo cuando emigran antes de dicha edad. Sin embargo, los judios emigrantes a Américay
Europa mantienen la prevalenciz de la enfermedad inclusc en sus descendientes’'™. En la
actualidad se describe que el periodo susceptible con relacin & la migracién es entre fos 10y 15
aftos de edad, que el periodo minimo e exposicién es de 2 afios y gue el de latencia puede flegara
ser hasta de 19 afics™. Estos hallazgos indican que los patrones genéticos son evidentes y que la

expresion de la EM depende también de la exposicién a factores externos.

C) FACTORES GENETICOS

Después de sus observaciones sobre la prevalencia de 1a EM, Kurtzke propuse el “origen”
geografico-genéhco de la enfermedad. En 1884 publicd la alta prevalencia en islandia,
Escandinavia, Islas Britanicas y las ciudades originalmente pobladas por vikingos v aquellas a
donde liegaron sus descendientes como Estados Unidos e Norteaménca, Canadd, Austrafia v

Nueva Zelanda. Propuso que los vikingos habian diseminade la susceptibilidad genética al resto
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del mundo & través de sus viajes. Elos liegaron a la mayoria de las ciudades europeas v se
establecieron en Normandia, Sicifia y st de italia. También mediante el comercio con los drabes,
alcanzaron Persia, India v quizd China. Por olra parte, migraron a Mongolia, donde e ha
encontrado una alta prevalencia de EM.1S1Y7

Aunque ia efiologia exacta no se conocce, es muy probable que la susceptibilidad a esta patologia

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 caucésicos, a diferencia del resto
de fos grandes grupos raciales {orientales y negros). Méas ain, entre los caucésicos hay algunos
grupos especialmente vulnerables vy otros con relaliva resistencia a la enfermedad. Entre ios
primeros estédn habitantes el norte‘de Europa, especialmente Escandinavia, Suecia, Noruega,
Dinamarca, Islandia, Irtanda, Estades Unidos, Canada, Australia y Nueva Zelanda™  La
resistencia racial explica, por ofro lado, la baja prevalencia de la enfermedad en paises de

98,118,120

Africa . en la raza negra, en India, China'™, Japén'@ vy sureste de Asia™. Se han

establecido algunos aspectos clinicos de presentacion han sido establecidos en relacién a la raza,
especialmente la mayar presencia de afeccién opticomedular en japoneses y asiaticos' = 212412
Ademés de lo ya mencionado, se han itentificado algunos grupos humanos o zonas especificasde
alta prevalencia de EM como: Key West en Florida™, Los Alamos Couniy en Nuevo Méxco ,

Vaasa en Finlandia™ , Hordaland en Noruegamy Colchester County en Nueva Escocia.

E) OTROS FACTORES ASOCIADOS.

Se han sugerido algunos factores de nesgo de manera aislada a [a EM. En Alcoi se detecto
relacion con el contacto con perros y roepa en los pacientes con EMm, asi como a laingesta de
4cidos grasos safurados, animaies obesos y ia iafitud. Algunos han mostrado mteraccion de
factores socloeconémicos v geocliméticos en la probable etiologia de la EM, en especial habitos

higiénicos, la dieta v el cima™.
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA EM

N 7

Numeros=prevalencia por 100,000 habitantes.



2.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC).

El complejo principal de histocompatibilidad o MHC (del inglés: Major Histocompatibility
Complex} es el sistema genétice mas polimérfico que se ha estudiado v el segmente del genoma
humano mas investigado; sus productos se expresan en ia supetficie de todas las células
nucleadas. Sus genes estan localizados en el brazo corto del cromosoma 6, en la banda 8p21.3,
ocupando 8000Kb (8 megabases) y numerosos genes™ ™" En 1948 se descubyid el MHC
murino deneminado regién de histocompatibilidad-2 ¢ H-2 ™ cuya regién homdloga en el humano
se denomina HLA (del ingiés: Human Leucocyte Antigens). Fue descubiertz en ia década de los
50's por Dausset por aglutinacidon de gidbulos biancos con sueros de individuos genéticamente
diferentes mezclades con suero de un paciente politransfundido, condicionada per la presencia de
anticuerpos dirigidos contra los aloantigenos desarrollados por el paciente; los antigenos se
denominaron antigenos de leucocites humanos (HLA), por encontrarse por primera vez scbre fa

132,133

superficie de los leucocitos Desde su descripcion se han Hlevado a ¢abo 12 conferencias

internacionales y se han publicade militiples investigaciones para describir [a estructura, funcién y
papel bioldgico de las moléculas de! HLA™!.

La region MHC se subdivide en ires ciases pnncipales, basandose en sus caracteristicas
estructurales y funcionales. La més centromérica es la region clase ll, de aproximadamenie 1
megabase, contiene los toci que codifican para los antigenos 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 1as células
CPA, de los linfocitos T activadoes y de los linfocitos T cooperadoresﬁ'1 Estas moléculas derivaren
ancestralmente de la superfamila de !as inmuncglobulinas y estan especializadas en la
presentacion de péptidos antigenicos derivades de proteinas extracelulares a 1os hnfocitos T CD4+
IR Ena regién ciase ii se iocaiizan también ios ioct HLA-DWM v TO, que tiene como funcion
facilitar el ensamble del péptido a las moléculas clase !l y de los loci de las moléculas TAP que

cadifican para los transportadores ascciados a presentacion de antigenos y moléculas LMP que

intervienen en el transporie y degradacion de fragmentos proteicos que sirven de anclaje a las
y deg 9
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moléculas clase 1" 13215

Para la asociacidn entre TAP y las molécuias MHC en el reticuio
endoplasmico, se requiere la molécula tapasina, cuyo locus estd en Ia posicién centromérnca de
HLA-DP, entrz los genes HSET y HKE 1.5™7

La regidn 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 nucleadas y estan involucrados en la
presentacion de péptidos derivados predominaniementie de proteinas intraceiulares a linfocitos T
CD8&+. Laregidn ciase | también contiene a los genes no ciasicos HLA-E, F v G que parecen tener
funciones relacionadas con la maduracion fetal y con el reconocimiento de células NK™ %2,

La regidn clase |li, focalizada entre clase | y clase 1l, contiene diversos genes, incluyendo C2,
C4A, C4B y Bf de la cascada del complemento, los genes CyP21A v 218 para la sintesis de 21-
hidroxilasa, et factor de necrosis tumoral y el gen que codifica para la proteina HSP-70 {proteina de
choque térmica)™  Se ha sugerido la presencia de una nueva region llamada clase |V, entre las
regiones clase | y clase ill; en ella se ubican genes como TNF, LFA y los que se expresan en

células especializadas del sistema inmunoldgice como LSTH/B144 y ic7'¥® El esquema del mapa

del MHC se muestra en la Figura 3:

ESTRUCTURA DE MOLECULAS CLASE !

Es ia region mas teloménca y contiene a los loci HLA-A, B y C denominados {a o genes clasicos
clase | Cada uno de ellos codifica una cadena « 0 cadena pesada (44kD} que se une a una 32
microgtobuiina {12kD), codificada en el cromosoma 15, formando una molécula Clase | que
presenta péptidos enddgenos a linfocitos T cD8™"'®  |a cadena « tiene una regién
intracitoplasmatica, una transmembranal y tres domimos extramembranales «-1, «-2 y -3 La (-2
microglobulinag se une no covalentemente con ia cadena ¢, es una proteina no soluble presente en
sangre y ornna que le da estabilidad a fa cadena o y ayuda en su expresion sobre [a superficie de
las células™ " Los segmentos alfa forman una plataforma de oche hebras betlaplegadas que
sirve de apoyo a dos hebras de hélices alfa paralelas. Las dos hélices alfa forman los lados de una

hendidura cuya base esta constiuida por las hebras de la lanmina beta La hendidura es del

tamaric aproprado para unirse a péptidos de entre 8 a 11 ammoacidos Ef segmento alfa y la beta-



2 microglobulina forman un dominic tipo inmunoglobulina. La beta-2 microglobulina interacida con
la plataforma de la lamina beta plegada y el dominio no polimériice alfa-3 contiene un “bucle” que

se proyecta y es responsable de la unidn al To CD8+™"™,

La diversidad de las moléculas de
clase | en los sitios de unién a! péptide permite iz unidn a un reperfono grande de péptidos,
derivadoes de antigenos endégenos propios y extraios.

.08 HLA-A, B v C son altamenie polimdrficas; este pelimorfismo es mayor que cualguier ofro
sistema genético dentro del genoma humano. Hay mas de 250 variantes aléiicas del HLA-B, 120
de HLA-A v 70 de HLA-C. Las moléculas clase | s& encuentran en iz mayoria de |as células
nucleadas. Los loci no clasicos HLA-E, F y G, denominados Ib o no clésicos, son poco polimérficos
y ccdifican para moléculas con una distribucién muy restringida, algunos se expresan en

trofobiastos y tejido placentario, ademés E y G participan en la inhibicién de la citotoxicidad

5 i & 1314
mediada por NK y su expresién aberrante es uno de los mecanismos de evasion de tumores 2

TAP1 LMP7
TAP,
=T Cantromets DP§1 RING2 LP: 2 DRA
DPA2 § DPA1 voms | DCB2 TAL F{L DRBS |
Tapesma  RING1 RNG2 DPB2 L|L  DoA lomal Do | DcBt. DRE1 | DRes DRe4s | .
it z E 1 oa I (3 ik
i Pl g i PR § im il u BE E NI H
be T T T 3 T H R L’IB T 1000
4B Bf Hsp70 167 | TNF
210 | caa | o2 [ Bt4d | | | LTA  MICB
| | E LUl nyrE
1000 ‘ ' ' ' " b 2000
MICA B c X E MICC
P i i [
M i j T T 1 1
2000 ' 2000
McD
L J AlK H G  MCE F MOG
| b il i | i |
i T ; ERE [ T T I T
3600 4000
Hfe
Receplores  Dedos i
olfatoros  Zn . B Hrstonas Histongs
f H I T T T T, i T P
4000 5000 cloo : 7000 ! 4000
Teldmeras —— "

Figura 3. Mapa genético del MHC.

{Tomado de Rhodes DA, Trowsdale J Genetics and molectlar genetics of the MHC Rev Immunogenetics 1989,1 21-31)
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REGION DE CLASE I

La estructura de las moléculas clase H es similar a la de la clase |, pero son dos cadenas
unidas a ia membrana conocidas como ¢ ¥ P Gue se ensamblan no covalentemente para formar
una hencidura de unién a antigenos que nteractiz con los CD4 de las células T.  La cadena alfa
es mas grande que |a cadena beta debido a una mayor glucesilacion. En fas molécuias clase [f,
ambas tienen un extremo aminoterminal exiracelutar y un extrerno carboxiterminal intraceiular™.
Contiene a los genes o ¥y que codifican para las moléculas DR, DQ y DP, Estos se encuentran
organizados en pares en el cromosoma: DRA1 y DRB1, DQAT y DQB1, DPA1 y DPB1. Los loci
DR, DG y DP son muy polimdrfices, pero en DR, la diversidad se limita 2 la cadena DRP dado que

la cadena DRw es monomoérfica™

a) FUNCION DE | AS MOLECULAS HLA

Las molécuias HLA son recepiores para antigenos propios vy extrafios que son capturados por
estas mokéculas y son presentades a las células T.

Las moiéculas clase | se expresan en la mayoria de ias células nucleadas. mientras las
moléoulas clase 31 son confinadas a células especializadas en la presentacidn de artigenos
(células B, ceélulas dendriticas, macréfagos) El mivel de expresion de las dos moléculas se
aumenta por ias citocinas como la interieucina-4, y-interferén y ThNF-alfa. Estas citocinas acthan
sobre elementos reguladores principalmente en la regidn 5' de [os genes de MLA y pueden inducir
la expresion de moléculas clase I en células que normaimente no las expresan como ias células
endoteliales vasculares'™ ™

Las moléculas clase | generalmente capturan péptidos endégenos generados en el citoplasms;
por lo tanto, los péptidos que interacthan con las moléculas clase | requieren infeccion intracelular
0 una franseripcién genética que conduzea a una irasfacion ciioplasmética de proieinas para la
preseniacion ante el sistema inmune. Los péptidos presentados por fas moléculas clase | son

generalmente reconocidos por células T antigeno-especificas con el fenotipo CO8 Entonces, las

moléculas clase | son utiizadas para presentar antfgenos a células T asesinas Sin embrago,

b
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algunas moléculas clase | no-ciasicas come las HLA-E y HLA-G se especializan en !a presentacion

de péptidos a las células asesinas naturaies (natural killer, NK} para eliminar células HLA-negativas

131133

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS POR MOLECULAS CLASE 1.

Los tinfocitos Tc reconocen péptides enddgenos derivados de antigenos protéicos gue son
procesados en el interior de las células presentadoras de antigenos y postericrmente se expresan
en su supetficie asociadas con moléculas clase I Las proteinas virales y los productos de genes
mutados en las células tumorales representan antigenos enddgenos. El regquisite para {a entrada
de una proteina en la via de procesamiento gue conduce a la unidn péptido-MHC clase es la
localizacién en el citosol."™

La generacion de péptidos en el citosol depende de su protedlisis por ef proteosoma, un complejo
multiprotéico con una amplia gama de actividades proteoliticas que como va se comentd, se
encuertra en el citoplasma de la mayoria de las células. Las dos subunidades cataliticas
llamadas LMP2 y £ MP7 estan codificadas por genes de MHC. La expresion de LMP2 LMP7 esta
regulada positivamente por IFN-gamma. El protecsoma degrada muchas proteinas
citoplasmaticas distintas mediante un enlace covalente de varias copias de un peguefio polipéptide
llamado ubiquitina, proceso que requierg ATP vy varias enzimas y que es el que rompe el antigeno.
Después los LMP generan mayormeante péptidos de una longitud de entre 5 a2 11 aminodcidos que
son los que mejor ajustan a las hendiduras de unién at péptido de las moléculas clase s

La unidn de las moléculas clase | sucede en el reticuloendoplasmico E! transporie de los
péptidos del citosol al retisuleendopldsmico depende de TAP-1 y TAP-2 1% | 5 cadena alfay la
beta-2 microglobuling sintetizadas en el reticuloendopldsmico rugoso son fransportadas hacia el
reticujoendoplasmico liso como cadenas polipeptidicas separadas; la cadena alfa se asocia con las
moléculas chaperonas moleculares BiP y calnexina que impiden la degradacion y facilitan el
correcto plegamiento de la proteina™> ' La beta-2 microglobulina se une a la cadena alfa parcial
0 completamente plegada y fas chaperonas se disocian. Esta nueva union cadenas alfa-beta-2

microglobulina son inestables v la calreticulina, el ERp57 y la tapasina ias estabilizan para ser
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transportadas con eficiencia fuera del reticuloendoplasmico. Después se asocian con ias caras
fuminales tas TAP Esto garantiza gue los péptidos transportadores al reticuloendepldsmice por
TAP se unan & las moléculas clase | vacias. Los complejos estables péptido-MHC clase | se
trasladan a través del Golgi, donde las moléculas MHC sufren una medificacién adicional por
hidratos de carbono, v después se transportan a la superficie de la célula mediante vesiculas
exociticas En ese momento, los complejos de superficie puaden ser reconocidos por la célula T
CD8+132.136.

Ademds de la via cidsica de presentacidn descrita, existe una via alterna para circunstancias
delerminadas Esta via alterna juega un importanie papel en la vigilancia de patdgenos
infracelulares comoe Mycobacterium, Plasmoedium y Leishmania, que son capaces de sobrevivir en

los fagosomas, con destruccion de las células infectadas

PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS POR MOLECULAS HLA CLASE II.

Las células presentadoras de antigenos presentan los complejos péptide-MHC a céiulas Th,
induciendo a expresar citocinas y nuevas moiéculas de superficie, iniciéndose el proceso de
expansién clonal de células T vy de sus funciones efectoras. Las células T activadas estimulan
funciones de presentacion del antigeno por céluias proximas atrayendo asi CPAs y estimulandg las

funciones efectoras de las células B™

. Bl paso inicial es la union de un antigeno nativo a una
celula preseniadora Los macréfagos v las células dendriticas unen muchas proteinas diferentes,
a las moléculas de superficie se niemalizan s traveés de un proceso de fagocitasis o pinocitosis
Las moléculas de superficie median también la umoén y postenor internalizacién del antigenc a
través del Fc de tas inmunogiobulinas v los receptores para C3b del complemento presentes en la
superficie de los macréfages o de la Ig receptora de antigenc sobre el linfocito B. Los antigenos
internalizados se localizan en wesicuias intracelulares unidas por membranas Hamadas

endosomas ' 1%,

En ios endosomas y lisosomas se ileva a cabo el procesamiento del antigeno
nues tienen el pH acido necesano para que se activen las proteasas como catepsing y
leucopeptina, generando péptidos con una fongitud de 10 a 30 aminoacidos y que se unen a las

hendiduras de union de las moiéculas clase li  Las cadenas alfa y beta de las moléculas clase |i se



sintefizan y asocian entre si de forma coordinada en el reticuicendeplasmico. Los heterodimeros
se unen a calnexina que funciona como chaperona molecular para un adecuado plegamiento de
las cadenas alfa y beta y también se unen & una proteina no polimérfica liamada cadena invariable
() P Lali nativa es hometrimers y cada subumidad se une a un heterodimero alfa y beta de
clase !l recién sintetizados, formando un complejo catenario de $ polipéptides. Una vez reaiizada
esta unidn se hibera calexina y el complejo sale del reticuloendoplasmico, la li impide que los
pépiidos nacientes no plegados se unan z los heterodimeros ciase 1l recién formades y los dirige
fambién hacra los organelos endosémicosflisosomicos donde seran degradados mediante
proteclisis. Estos organelos se denomina compatimentos MHC clase Il o MIC, y poseen
propiedades de una vesicula en transicion entre endosoma y lisesoma  La proteolisis libera ia
mayor parte de la ii, permaneciendc en la mayoria de los aleles fragmentos llamades péptidos de
la cadena invariable asoclados a ciase || (CL[P}W. En &l interior del MIIC, fos CLIP soen eliminados
de las moléculas MHC clase [l por la accion combinada de enzimas proteoliticas y ta molécula
HLA-DM dandole estabiidad a clase I, pues actla como molécula de intercambio de péptidos,

facilitanda 1a eliminacion de CLIP'™.

La molécula HLA-DO se asocia a HLA-DM regulande su
actividad y plegando correctamente a clase |l para que pueda unir péptidos formando complejos
estables. Cuando los CLIP son eliminados, los péptides se unen a clase il.  Los complejos

estables péptido-MHC clase 1l son transportados a la superficie de la ¢élula mediante la fusion de

la membrana con vesiculas exociticas, donde son expuestos a las células Th CD4+ 19

NOMENCLATURA DE LOS GENES HLA.

Por el constante incrementc en ef nimero de genes y alelos presentes del CMH, su
nomenclatura se modifica frecuenterente. Existen 268 vanantes alélicas de las moléculas HLA-B,
124 alelos de HLA-A y 74 alelos de HLA-C, las variantes alélicas de DR son 273, 58 DQ y 99
alelos de DP™®. Para la proteins que se define por serologia o per técnicas celulares, sélo se
indica el locus y un nimere, por ejemplo’ HLA-A24, B7, Cw2, DR1, elc. Cuando la determinacién
del alelo se hace por técnicas moleculares, s& denomina con la letra del locus y un astensco

seguide de nimeros que representan: los dos primeros indican lz especificidad, la cual representa
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ia dehimiclon seroldgica; (os siguientes dos indican su sublipg molecular, por glemplo; DRB1*0101
gue es una de las 6 variantes descritas para DR1; el quinto digito identifica vanantes que sclo se
dderencian por una mutacién sindrima (DQA1*03011, por ejemplo); finalmente el sexto y séptimo
ndmeros identifican polimorfismos en los intrenes ¢ en las secuencias que flanquean al aielo, por
ejemplo A*0301102.  Un alelo nulo se expresa con una “N” final y uno que tiene niveles de

.. P - my »131,138
expresién disminuidos se le afiade una "L,

En el Cuadro 6 se ejemplifica ¢l método de la
nomenciatura del HLA y en el Cuadro 7 se muestra la nomenclatura de diferentes alelos.

Cuadro 8. Nomenclatura HLA

Nomenclatura Indica:

HEA Region HLA v prefijc del gen HLA

HLA-DRB1 Un locus particular del MHC, E] DRB1

HLA-DRB1*13 Un grupo de alelos que codifican para el antigeno DR13
HLA-DRB1*1301 Alelo HLA especifico

HLA-DRB1*1301N Alelo nuto

HLA-DRB1*1301L Alelo de baja expresién

HLA-DRB1“13012 Alelo que difiere en una mutacion sinénima

HULADRB1"1301102 Alsio que conbiene una mutacidn fuera de |a region codificanie
HLA-DRB1*1301102N Alelo nuio que contiene una mutacidn fuera de ia region codificante

Tomatlo del IMGT Website<hite/fwww ebi.ac uidimgt/hla/

Cuadro 7 - Ejemplos de nomenclatura de alelos HLA

Serclogla Alelos
HLA-A Al A*0101-03
HLA-B BY B*0702-07013
HLA-C Cw1 Cwr0102-0103
HLAE E0101-0104
HLA-G G*01011-01018
HLA-DR DR4 DR1B*0401-0430
HLA-DQ DQ2 0QB10201-0203
HLA-DP DPw3 OPB1*0301
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h) HLA Y ENFERMEDAD.

Los alelos HLA frecuentemente se asocian a enfermedadeg’™ ™01

particularmente,
autoinmunes. Las asociacicnes descritas hasta ahora en la mayoria de los c2s0s no son
absolutas y la suysceptibitidad depende de alelos o haplotipes que también estan presentes en
individuos sanos por lo gue 2 autoinmunidad no resulta de mutaciones raras gue ccurran en {os
pacientes. Basados en las descripciones de las mas de 400 enfermedades relacionadas a HLA, se
han descrito algunas caracteristicas de fas patologias asociadas a HLA:

1} Son poligénicas y multifactariales.

2y Lz mayoria son de naluraleza autoinmune, pero con enfermedades infecciosas y

melabblicas tampién relacionadas.

3) Los factores ambientales tienen un imporiante papel en [a expresion de la enfermedad.

4} Lasusceptitilidad est& determinada por miltiples genes, ligados y no ligados a HLA.

5} No se conoce el events desencadenants.

6) Las enfermedades no ejercen presién selectiva sobre la pobiacion

La diabetes mellitus-insulino dependiente se asocia a HLA DR3 y DR4, esta asociacion puede
ser secundaria a una asociacion con HLA DQ2 y DQ3'™. Muchas de ias enfermedades
reumatolégicas se han asociado a HLA DR3 y DQ2™".

El mecanismo subyacente en la asociacién de HLA con enfermedades autoinmunes ng se
conoce, $iN embargo, una posibilidad es gue esas formas alélicas de las moléculas clase 1l pueden
presentar de manera selectiva auioantfgencs a las células T. Esto podria representar mayor
predisposicién o susceptibildad para manifestar las enfermedades en los individuos portadores de
dichos alelos’™

Algunas asaociaciones de enfermedad con HLA son de impertancia diagnostica. EF mejor ejemplo
es la asociacion de HLA B27 con la espondilitis anquilosante  Mas del 95% de los pacientes con
espondilis  anqlesante pueden expresar el HLA B27, independientemente del grupo étnico del
que procedan. Sin embargo, la presencia de HLA B27 no es diagndstica de espondilitis

anquilosante ya que puede ser encontrado hasia en el 7% de caucasicos' ™. Incluso, se ha
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reportado la contribucion de los subtipos de B27 en diferentes grupos etarios de pacientes con

espondiiitis anquiosante™™

En esta misma patologia, s& ha reporado a influencia de ciesios
alelos como HLA-DRE1%08 para determinar el fenotipo de ia espondiloariritis en pacientes
mexicanos'*; para {ener un mayor nesge de desarroliar uveilis anterior aguda asociado al
polimorfismo de LMP2 *® La asociacién del HLA DR2 con narcolepsia es semejante a fa del
HLA B27 con espondilitis anguiosante; mas del 30% de los pacientes con narcolepsia son

portadores de este aleio™’

La presencia de ciertos alelos HLA pueden aumentar el riesgo para
desarroliar ciertas enfermedades siendo umportanie en ajgunas situaciones. Por ejemplo, &0 una
familia con vanoes miembros afectados con diabetes mellitus insulino-dependiente, fa presencia de
HLA DR3 o DR4 puede predecir cual de los individues asintoméaticos esta en mavor riesgo de
manifestar la patologia.

La fuerie asociacién de HLA DR4 con artntis reumataide (&n 70% de los pacientes) puede fener
implicaciones prondsticas, ya que se describe que los pacientes homocigotos para ciertos alelos

DR4 tienen mayor posibilidad de mandestar una forma agresiva de la arlritis reumatoide™.

En
pacientes mexicanos con artrits reumatoide también se ha demosirado que la sevendad
correlaciona con la presencia de DQAT*0311-DQB1*0302 en combinacion con cualquier subtipo
DR4 Hay enfermedades que se heredan con un patréon Mendefiano simple que se han
asociado con ciertos alelos del HLA. Estas incluyen la hemocromatoesis hereditaria, ia deficiencia
congénita de 21-hidroxilasa y la deficiencia de c2 ™'

La asociacién de HLA con enfermedades neurcldgicas es extraordinana. Esta incluye fa
asoclacién mas fuerte conocida del HLA, la narcolepsia; también la més estudiada, en esclerosis

muttiple. Otras asoclaciones documentadas son la miastenia gravis vy la epilepsia miociinica

Rt}
Juvenil '

HLA Y ESCLERCSIS MULTIPLE.
[a esclerosis maltiple, como ya se comentd, es una enfermedad del sistema nervioso central con
caracteristicas inflamatonas considerada de etiologia autoinmune ™" sy asociacion con HLA

se demostré desde 1972, primero con clase | con los alelos A3 y B7, postencrmente con clase |,

)
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especificamente Dw2. La ascciacidn con Dw2, DR15 v DQ6 ha sido confirmada en miuliiples
estudios, especiaimente en poblaciones de Europa occidental. Se han descrite otras asociaciones,

sin ser totatmente confirmadas >+

ASOCIACION CON HLA-DW2.

Con los nuevos métodos en la identificacion de los alelos v ta determinacion del HLA por
métodos celulares primero y iuegce gendmicoes, la ascciacion con Dw2 se mantierie en la mayoeria
de las poblaciones estudiadas En nomenclatura gendmica, la especificidad celular Dw2
corresponde a DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102 y DQB1*0602. Para determinar
asociacienes del HLA en EM, se deben utilizar técnicas moieculares con suficiente resolucion para
distinguir al menos el DRB1*1501 de otros subtipos de DR2. Utilizando solamente métodos
seroldgicos para determinacion de DR2, los resuliados pueden ser confusos especialmente en
poblaciones donde oiros haplotipos DR2 diferentes al Dw2 sean comunes. Con técnicas celulares
o melecuiares, es posible distinguir Dw2 de otros DR2 especificamente e Dwi2, & Dw21 y el
Dw22, gue por serologia se determinan como DR2.  Por estas razones, la impresion general es
que la ascciacidn con DR2 esta confinada a los europeos. Un ejemplo de lo anterior es un estudio
publicado de poblacidn gitana hingara, donde se demostrd una alta frecuencia de DR2, pero sin
evidenciar una asociacion de EM con este haplotipo; sin embargo, por técnicas moleculares se
demostrd que ia poblacion expresaba DRB1*1601 en lugar de DRB1*1501 Bl

Con el uso de estas técnicas se ha demostrado un incremento significativo del haplotipo
DRB171501-DRB5*0101-DQA1*0102-DQB1*0602 en [a mayoria de pobtaciones esiudiadas™.

Se ha determirado, que ia asoclacién en caucasices con DRB1*1501, DGB1*0602 y
DQA1*0102 confiere un riesgo relativo de 4.0 para desarrollar EM™ 15,

La secuencia de DNA de |os genes DR y DQ de los haplotipos Dw presente en pacientes con EM
es (déntica a la secuencia de los controles Dw2-positivos.  E! analisis del polimotfismo en ios
pacientes con EM y Dw2 en ios 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 '>%'%



En poblaciones europeas, este haplotipo es primano en la EM. Alrededor dei 60% de los
pacienies son poriadores. Sin embargo, sf se hace a un lado esta asociacion se pueden observar
otros alelos secundarios invelucrados. Una de estas posibles asociaciones es con ef hapiotipo
DR17 y DQ2, que corresponden a DRB1*0301, DRB3*0101, DQA1*0501 y DQB1*0201™".

Se ha publicade también con mayor frecuencia, una aparente asociacian de pacientes con EM y

DR3 sin llegar & confirmarse agn =o' 158159130

L.a asociacidn con ofros haplotipos ha sido
publicada en diferentes grupos énicos. Se ha sugerido la asociacién con DR4 en arabes ¥ en
pacientes de Cerdefia ®"®2.  Estudios posteriores en Cerdefia demostraron una fuerte asociacion
con DRB1*0301 y menos con DRB1*04, especialmente en subtipo DRB1*0405. El DRE ha sido

informado en japoneses y mexicanos =

. Recientemente, sin embargo, ia asociacion de DR6 en
1aponeses no se confirmd, pero si la asociacién con DR2 y DQB1*0602 . Recientemente se
encontré un incremento de los alelos DR15-DQ6 y DR13-DQ7 y una disminucién de DR1-DQ5 en
Espafia'®. En poblacién judia se describe la susceptibilidad definitiva condicionada por
PRB1*1501, DQA1*0102 v DQB1*0602 en Ashkenazis vy no-Ashkenazis; sin embargo, en los
sefaraditas el gen de susceptibilidad es DRB1*1303. Este alelo estd seroldgicamente relacionado
con DR6 y DR13 (un subtipo de DR&) que se encontré en la poblacion mexicana'™.  Por otro lado,

se ha involucrado también al DPw4. Tampoco se ha demostrado una asociacidn especifica con

DPA y DPB independients del Dwz. '

HLA Y SUBTIPOS CLINICOS DE EM.

Como se descnbid previamente, & EM se divide en subtipos clinicos. Se han propuesto
diferentes asociaciones de HLA con cada subtipo’®, sin embargo son controvertidas™, En un
estudio reciente de poblacion japonesa, los pacientes se dividieron en dos subtipos clinicos de EM,
Jna forma europea y oira forma asiatica.  Se demostré que los alelos DRB1*1501 y DRB5*0101
son de susceptibilidad en el tipo europeo (41%), vs sanos (14%) vy no en los del tipo asitico
(0% Por oire iado, o) DRB1*0403 se halla incrementade en la forma occidental aunque al

corregir el valor de p, la asociacidn s pierde  Otras investigaciones en Japoneses han posiulado al

Ll
(=3}



DRB1*0802. Recientemente, se evidencié que la forma cculo-espingl en japoneses se asocia a
DPB1*0501 que no se encueptra habitualmente en la EM convencional y en la que la
susceptivilidad depende en parte del DPB1*0301"".  En estudios previos con pacientas con
newritis dptica con (@ posibilidad de desarroflar M, no se ha podido confirmar mayor riesgo que

nara la pobiacion general portadora de Dw2 '™,

En relacién al prondstico de la EM segin su
asaciacién con los diferentes alelos del HLA, se ha sugerido que DR1, DQ5 y DR17, DQ2 se

asacian con peor prondstico,

ASOCIACION CON HLA CLASE 1.

tsando téenicas gendmicas de deferminacién del HLA clase |, recientemente se ha encontradoe
que la asociacion descrita originalmente con HLA-A3 es, sorprendentemente, independiente de la
asociacion con Dw2, mientras que con B7 no lo es''.  No se han encontrado ascciaciones
adicionales con HLA-C. Un dato tamhién interesante es e} hecho que el alelo A2 esta disminuido
independientemenie del Dw2. Lo anterior sugiere una influencia protectora de los genes en HLA
clase |, fenémeno descrilo previamente en la EAE.  Recientemente se publicd en un grupe de
pacientes suecos con EM gue ¢ alelo HLA-A*0301 aumenta el riesge de EM independientemente
de DRB1*15 y DQB1*068. Ademas que ef HLA-A*0201 disminuye el riesgo en general y para los
portaderes de DRB1*15 y DQB1*06 de 3.6 a 1.5'. Por otro lado, Interesantemente, en un estudio
reciente de pacientes en una regidn de Espafia se evidenaib [a asociacién de HLA-CwT en 48% de
tos pacientes contra 21% en los controles sanos. °

En relacién son genes relacionados a moléculas clase |, especificamente las moléculas TAP ya
mencionadas, que se habian propuesto come probables condicionanies de mayor susceptibilidad

para ia EM no se han confirmado™®,

HLA Y EM EN MEXICO
En México se observé el incremento de ja EM en poblacicnes hospitalarias en los dltimos 20

afios, con el proposito de definir la sittacion real de la enfermedad, ya que en 1970 Alter y Olivares
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T publicaron una prevalencia de 1.5 por 100,000 habitantes, una de las tasas mds bajas del

mundo  Sin embargo, esie estudio se realizd solo con pacientes que tiene acceso al servicio
médico de tos trabsjadores del estado y no en poblacién abierta. La prevalencia real de EM en
Meéxico no estd definida, perc los estudios recientes han propuesto un aumento en |a prevalencia
de EM ®°"® implicando hechos como un mejor diagndstico por contar cen la infrasstructura
necesana para el mismo, sin embargo, la determinacion del HLA en estos pacientes no ha sido
totaimente descrita. En un estudio publicado en 1886 por Gorodezky y cols.'™ de 52 pacientes
con diagndstico de EM, se publicd asociacién clara de DR6 (semejante a ios haflazges en
poblacién japonesa), DR13 y iz combinacion de A3, B7 y DR2. También se propone una
asociacion de {os marcadores DR con [a gravedad de fa enfermedad.

£n este mismo estudio™ se propuse que a “mezcla” de raza y cultura son los factores mas
importantes en determinar el riesgo de manifestar 1a enfermedad, influenciados por una mayor
urbanizacion vy la mejoria de los habitos dietéticos. También se determind que la genética racial

tiene influencia mas importante en [a efiologia de [2 EM que 1a localizacion geografica® %%
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PROTOCCLO DE ESTUDIO.
Planteamiento del problema

¢Existe contribucién de los genes Clase | y Clase Il determinados a nivel molecutar a nivel de
alelo del HLA en la presentacion clinica y prondstico de la Esclerosis Muliiple en pacientes

mestizos mexicanos?

HIPOTESIS.
Ho: Los genes del HLA nc contribuyen en la presentacidn, manfesiagiones y prondstico de la
£sclerosis Miltipie en mestizos mexicanos.

Ha: Los genes del HLA si contribuyen en ia preseniacion, manifestaciones y pronostico de ia

Esclerosis Maltiple en mestizos mexicanos.

OBJETiVOS
General.
1.- Demostrar cuales son los genes del HLA Clase | y Clase tl gue contribuyen a la expresion de la

Esclerosis Multiple en mestizos mexicanos.

Particulares.

1.- Ciasificar los aspectes clinicos y epidemioldgicos de la Esclerpsis Muttiple en un grupo de
pacientes mestizos mexicanos.

2.- Tipificar los alelos a nivel molecular de los genes Clase |l del HLA y los antigenos clase por
tégnicas de doble fluorescencia,

3 - Demoslrar medianie un anahsis estadistico si al comparar la distribucion alélica entre pacienies

y sanos exste alguna asociacion significativa



MATERIAL Y METODOS,
Tipo de estudio.
Se realizd un estudic prospectivo. transversal, experimental de casos y controles.
FPoblacidn en estudio
Se incluyercn 51 pacientes con diagnostico establecido de EM, segin los critenos aceptados
internacionalmente, que nacieron, viver v han vivido en Méxice sin antecedente de familiares
extranjercs hasta la tercera generacién o el antecedente de un familiar espafol solamenie; vistos
en la clinica de EM y servicio de Neurologia del Instituto Nacionai de Neurologia y Neuracirugia
(LN N N.) de México, D.F. de abni de 1999 a abril del 2000.
Grupo testigo.
Se integrd un grupo condrol integrado por 170 individuos apareniemente sanos, famiiarmente no
relacionados, sin antecedentes familiares o personales de la enfermedad esiudiada o algun otro
padecimiento autoinmune. Todos ellos son mestizos mexicanos onginarios en su mayoria de la
zona del altiplano, cuyos padres, abuelos bisabuelos fueron y sen mestizos mexicanos nacidos en
Méxice y con apelhides lusparmcos.  Los sujetos incorporados forman parie del personai del InDRE,
estudtantes y donadores voluntanios de médula dsea.
Los analisis del MHC se llevaron & cabe en el Departamento de inmunogenética del InDRE,
Criterios de Inclusion
. Mestizos mexicanoes con dragndstice clinico de Esclerosis Mdltiple (EM).
- Ambos sexos.
- Criternios diagnosticos para Esclerosis Miiltiple
1.- Alteracion especifica y objetiva del SNC en la expleracion neurologica.
2 - L& alteracion debe inclur predomimaniemente tractos largos de ia sustancia blanca, mecluyendo:
via piramidal, vias cerebelosas, fasciculo longrtudinal medio, nenvio dphico y columnas posteriores
3.- Por histona o al examen fisico afeccidn de dos o més dreas del SNC.
¢) La IRM puede ser utiizada para documentar la segunda lesidn  Las lesiones en IRM deben

ser cuatre lesiones mvolucrando sustancia blanca o tres si1 una de ellas es periventricuiar
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Deben ser mayores de 3mm  Para pacientes mayores de 50 afios, se deben de cumplir al
menos 2 de fos siguientes criterios por imagen: a) lesiones =/> 5mm; b) lesiones
penveniriculares y ¢) lesicnes en fosa postenor
d) Los potenciales evocados pueden ser utiizados para documentiar ta segunda lesién cuando et
examen fisico no la documente
4.- El patrén clinico debe consistir en a) dos o mas episcdios separados de afeccion al SNC en
diferentes sitios, de una duracion ai menos de 24 horas y con un mes de separacion, ¢ b)
progresion gradual en un lapso de 6 meses si se acompaia de aumento en la sintesis de IgG en
dos o mas bandas olfigoclonales en ef LCR.
5 - Imicio entre los 15 y 60 afios de edad.
6.- Las manifestaciones del paciente no deben ser atribuibles a otra enfermedad, incluyendo la
determinacion de: andlisis det LCR. IRM de crédneo y/o médula espinal, niveles de B12, virus de
inmunodeficiencia humana, VSG, factor reumatoide, anticuerpos aptinucleares, VDRL, enzima
convertidora de angiotensina (cuando exista sospecha de sarcoidosis), serologia para Borrelig
{enfermedad de Lyme), acidos grases de cadena muy larga adrenoleucodistrofia) y lactato en LCR,
biopsia muscular o analisis de DNA mitecondrial (para mitocondnopatias).
Segln estos cnterios, se determinan diferentes categorias diagndsticas:

- EM definitiva.- si se cumplen los seis criterios.

- EM probable - si se cumplen los seis criterios excepto: a) una anormalidad objetiva a pesar
de dos episodios sintomaticos 0 b) un episodio sintomético a pesar de dos o mas
anormalidades ohjetivas.

- Riesgo de EM.- si s cumplen los Seis criterios excepto sclo unt episodio sinftomatico v una
anormalidad cbyetiva.

Criterios de Exclusidn:
- Padres o ghuelos exiranjeros.
- No auforizacidn para participar en el estudio.

- Muestras incompietas.
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Variahles:
Se tormaron en cuenta datos clinicos y epidemicidgicos;
- Género: masculino y femenino.
- Edad.
- Estado civil solteria, matrimonio, unién libre, divercio, separacidn, viudez.
- Lugar de nacimiento.
- Lugar de residencia.
- Lugar de nacimiento de padres y abuelos.
- Antecedente de familiares con EM.
- Histona de viajes ai extranjero (inciuyendo el lugar y tiempo de permanencia}
- Escolaridad- ninguna, primaria incompleta, primaria completa, secundana, preparatoria,
carrera técnica, licenciatura, postgrado, otros
- Qcupacidn: ninguna, hogar, estudiante, obrerc, empleado, negocio propio, agriculior,
profesionista, otra.
- Edad denicio de [a EM
- Pnmer sintema- motor, sensitivo, neuritis 6ptica, diplopia, ataxia, mielitis transversa, doloro
vértigo.
- Factor desencadenante identificado: embarazo, puerperio. Vacunacion, cirugia, infeccion,
traumatisme, tensidn emocionat, ofro.
- Fecha de diagndstico con el tiempo de evolucion
- Forma clinica' brote-remisién, progresiva-primarta, pregresiva-secundana y recurrente-
progresiva.
- Nimero de ataques previos. une, de dos a cinco, de seis a nugve y mas de diez.
ratamiento de los brotes' bolos de metilprednisclona, predniscna V.C, obio
INMUNOSUPresor
- Respuesta al tratamiento de brotes: recuperacidon total, recuperacién con secuela y

ausencia de efecto



- Enfermedades asociadas™ diabetes meiltus, hipertension arterial, eplepsia, trastorno
psiquiatrico, iupus eritematoso sistémico, arrils reumatoide, distiroidismo, hepatitis

autoinmune, otra.
- Tratamiento actual. rehabilitacion, esterowde, interferon, ninguno, otro

- Respuests al tralamiento actual recuperacién total, recuperacién con secueia, no efecto.

Se revisaron los estudios paraclinicos realizados, tomando en cuenta su normalidad o
anormalidad de:
- Tomografia de crénes.
- Imagen de Resonancia Magnética de créneo,
- Potenciales Multimodales (PEMM)

- LCR: medicién de glucosa, proteinas, presencia de bandas cligoclonales y celularidad

Aspectos genéticos y moleculares
- Determinacién del grupo sanguineo ABO,
- Determinacion de ios alelos HLA: Clase | mediante la técnica linfomicrocitotoxicidad por

doble tincion de fluoresceina sobre finfocitos T separados por perlas magnéticas y los

Clase Il mediante PCR-SSOP.

PROCEDIMIENTOS
Obtencion de DNA.
La purificacién se realizd por el método de profeinasa K, fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

1 A cada uno de los individuos estudiades se le extrajeron 20 mL de sangre perifénca utilizando
EDTA como anticoagulante.

2 La sangre total se centnfugé a 3 000 rpm (1600 g) durante 15 min a 4°C y se desecho &l
plasma

1=
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10.

11.

13.

14

13.

La capa supericr de giéhules blancos o “huffy coat” se transfind a otro tubo {pueden pasar
también algunos eritrocitos). Se agregd solucion de hsis [ hasta lienar el tubo y se agitd
suavemente.

Se centrifugé a 3 000 rom duranie 15 min a 4°C y se desecho el sobrenadante.

t.os dos pasos anteriores se repitieron hasta que las células blancas quedaron libres de
eritrocitos (generalmente dos lisis fueron suficientes).

Al paquete de células biancas se le agregé solucion de lisis I v se agitd para desprenderio del
fubo. Se completd el volumen con la solucién de lisis [1.

Se centrifug6 nuevamente a 3 000 rpm durante 15 min a 4°C y se desecho cuidadosamente el
sobrenadante. El paquete de nlcleos gue estaba en el fondo dei tubo se resuspendid en 1 mlL
de SSC 1X.

Se afadieron 4 miL del amortiguador de lisis para globules blancos (WCLB} v se del
incubando toda [a noche a 53°C en bafio maria.

Se afadid un velumen equivalente {viv) de fenol saturado y se agité suavemente hasta obtener
una emulsién compleia.

Se centrifugd nuevamente 15 min 2 3 000 rpm a 4°C y la fase superior se pasd a un tubo

limpio cuidando de no tomar la interfase donde se encontraban las proteinas precipitadas

Se repitié una vez esta extraccion con fenol saturade de la misma manera y después se hizo

una vez mas con solucion de fenol-cloroformo y otra con cloroformo/aicohsi isoamilico.

. La fase superior de la Gltima extraccidn se pasd & un tubo nuevo y se afiadid NaCl 5M para

obtener una concentracion final de 100 mM (aprox. 200 ul) e isopropanol absaluio frio
volumen a volumen.

Se agitd suavemente hasta que el DNA formd un precipitado blanco que parece una medusa.
Esta se recogi6 con la punta de una vanlla

Se enjuagd con etanol al 70% frio sumergiendo y sacando la varilla con el DNA y se dejo
secar el DNA. Posteriormente se resuspendid en TE 1X en un tubo eppendorf (el volumen
dependid deltamafio de la medusa).

La concentracion del DNA se obtuvo leyendo la absarbancia que tiene a 260 nm contra un
blanco de TE 1X Al multiplicar Ia lectura por 50 y por el factor de dilucion se obtuvo la

concentracién que se expresa en pg/mL.

EES
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Separacion de linfociios T con perlas magnéticas

Las perias superparamagnéiicas son pariicuias de menos de 1 micra de didmetro gue se cubren
con anticuerpos monoclonaies, y se concentran mediante el uso de un campo magnético. Cuando
se deja de apiicar el campo magnético, las perlas pierden cualguier magnetismo residuat y pueden
ser magnetizadas y dispersadas repetidamente. La especificidad del anticuerpe monocional que

se les acopla a las perlas, determina et tipo de céluia que se colecta.

Para ta separacidn de linfocitos T se le acopla & la superficie de las perlas magnéticas el
anticuerpo monoclonal anti CDZ que se une especificamente al receptor de rosetas E que estd
sobre ios linfocitos T.  El uso de un “revelador” funciona como anti-aglutinante y faciita la funcién
de las perias magnéticas.

Método

1.- Tomar 20-30 mL de sangre en tubos vacutainer con ACD. De estos, se utilizan dos tubos (12
mL) para la separacion de linfocitos T

2 - Centrifugar 10 min g 2000 rpm.

3.- Aspirar el conocenirado celular del paquete globular ("buffy coat”) y transferirlo a un tubc de
vidno de 10 mL.,

4.- Resuspender el reactivo de Fluorobeads T agitando intensamente en el vortex durante 10
segundos.

5 - Adicionar 100 mL (se puaden usar 45 ml para 12 mb) de la suspension de fiuorobeads 7 a la
muesira.

&.- Mezclar bien por inversion de 2 a 3 veces.
7 - Agitar durante 3 minutos en un agitador rotatono.

8.- Afadir de 2 2 3 mL de la solucion de trabajo dal revelador “developer T° y mezclar bien por
Inversién.

9 - Colocar el tubo en la barra magnética durante 3 minuios.
10.- Extraer el sobrenadante del tubo sin retirarlo de la barra magnética,

11 - Adicionar alrededor de 5 mbL de PBS, vy colocar durante un minuto en {a barra, con el
12.- Descartar todo el sobrenadante

13.- Lavar una vez mas cen 2 mbL PBS durante un minuto.

14 .- Descartar todo el sobrenadante.
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15 - Resuspender en 1 mL dé medio McCoy modificada y pasar la suspansién a un tubo Fisher
16 - Colecarlo en la barra magnética

17 - Descartar absclutamente todo €l sobrenadante.

18.- Adicienar 0.5 mL de acetato de carboxiflucresceina.

18 - Mezclar tien e incubar &f tubo en forma honzental ( & 37° C durante 15 minutos, en ia
chscuridad),

20.- Colocar el tubo Fisher en la barra magnética durante un minuto.

21 - Descartar el scbrenadante.

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 cubreobjelos una goia de la muestra y una gota de naranja de
acridinasbromuro de etidic. Observar al microscopio, verificande que la viabilidad sea mayor
del 80% y que haya una concentracitn alia de células.

Tipificacién de gntigencs HLA Clase | mediante doble fluorescencia

Esie metodo consisie en la tpficacion de antigenos HLA medianie la iéchica de
microlinfecitotoxicidad. Se usan los linfocites T separados con perlas magnéticas. La reaccion de
citotoxicidad se hace evidente mediante una tincion de doble fluorescencia.

El acetato de carboxiflucresceina es un colorante vital, capaz de atravesar la membrana intacia
de las células por lo que da una fluorescencia verde cuando el colorante se excita a 490 nm debido
a que ciertas enzimas celulares inespecificas lo convierten en carboxifluoresceina polar. Otros
colorantes como el naranja de acriding, bromuro de efidio y el yoduro de propidio tiene una accion
similar; et primero da una coloracion verde que indica que las células estén viables. Los otros dos
tifien de rojo a las células muertas.

El bremuro de etidio y el yoduro de propidio son ¢asi idénticos Ambos se incorperan al DNA y
emiten una fidorescencia roja & 850 nm y a 620 nm respectivamente, cuando |2 exaitacién 4

es de 480 nm. Estos reactives incrementan 1a intensidad de {a flucrescencia 100 veces después

de sy integracién al DNA.  Scn tinciones vitales, por 1o que las membranas intacias 1os excluyen

Nota: Debido a que estos ditimos dos colorantes scn oncogénicos, es importanie manejarlos con
guantes y fomar todas las precauciones necesarias.



Asi mismo es necesario el uso de un “quench” (apoyador de emisiones de electrones) para
mimmizar e} fondo de ia fluorescencia, ¥ €5 importante agregar EDTA a éste, para detener la
activacion de |la cascada de complemento.

Método

1 - Con una micrgjerngs muftiple se toma de la suspension de los hinfocitos T (1 5-2 5X1 c® cel/mL)
obtenidos mediante el métode de purificacién con perlas magnéticas. Colocar 1 mL en cada
una de las excavacionas de la microplaca, que previamente se lleno con ios antisueros
correspondientes  Se agita unos segundos en el vortex. En las cajas con antisueros

especificos para 10s antigenos de clase | se coiocan las muestras de linfocitas T.
2.~ Incubar las placas con antisueros para loct A, B y C 30 minuios a temperatura ambiente

3.- Agregar 5 yl. de complemento de conejo a cada pozo. El tipo de complemento depende de ia
ciase de linfocitos que se van a tipificar.

Nota el ioduro de propidio se afiade al complemento anies de ponerle en las placas. Se
utilizan 20 mL de yoduro de propidio por cada mlL de complemento.

4.- Incubar ambas microplacas con antisueros para clase | durante una hora a temperatura
ambienie 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
niumero de células vivas y muertas. Si [a reaccion Ag/Ac/complemento se lievd a cabo, las

células vivas se veran con una fluorescencia verde vy las células muertas roja.

7.- Los resuliados se informan como el porcentaje de mortalidad utilizando el cédigo oficial de
todos ios laboratonos de histocompatibilidad del mundo que incluye valores de simbolo (~y +) v

numéricos (1, 2, 4, 6 y 8) para definir el resultado de la prueba de microlinfocitotoxicidad

0 al 10% de mortahdad - M Negativo

11 al 20% de mortalidad -+ {2) Negativo dudoso
21 al 50% de mortalidad +- {4) Positivo dudoso
51 al 80% de morialidad ++ {8) Positivo

81 al 100% de mortalidad +hd {8 Pasitivo intenso

(0} No definible

Nota. Las placas se pueden almacenar g 2-5° C un maximao de 3 dias para su lectura,



Tipificacion de genes clase i por PCR-S80P

Para la tipificacion de ios oot DQA1 v DQB1 de pacientes y testigos se realizd la
amplificacion genérica por PCR dei segundo exdn de dichos genes Para ia tipificacion de DRB1 se
siguid la estrategia que se indica en la Figura 3.

Una vez obtenide el producte de PCR, se colocoé @n membranas y $e hibridé con sondas
de ohigonucleétidos secuencia especificas. El revelado de la hibndacién se efectud por
aquimioluminiscencia Los iniciadores, sendas y condiciones empleadas fueron las recomendadas,
en los protocolos desarrollados para el 12vo Taller Intemacional de Histocompatibilidad Se
emplearon un total de 100 sondas para la tpificacion DRB1, 29 para DQA1 y 36 para DQB1. Las
secuencias de los inciadores empleados se muestran en el Cuadro 14,

La estrategia para 1a lipificacién del locus DRB1 incluye:

- Amplificacion genérica del gen DRB1 e hibridacion con un grupo de sondas gue identifican
los grupos de alelos presentes.

- Analisis de resuliados.

- Segunda amphficacién con iniciadores grupo espacificos segin resultados obtenidos para
cada muestra en la primera amplificacidn e hibndacién con el grupo de sondas
correspondientes a la ampiificacion realizada.

- Anglisis de resultados y asignacidn de los alelos.

A. Ampilificacion

1- Los componentes de la mezcla de reaccion que se muestran en el cuadro 8, se
descongelaron y se afiadieron a un tubo eppenderf, wtilizando ios iniciadores correspondientes al
locus que se va a amplificar .

2 - Los tubos con las mezclas de reaccion se colocaron en el termociclador v se corid el
programa que se indica en el de acuerdo at locus que se iba a amplificar

3.- Una vez terminada la amplificacion se verificd que se haya obtenido una canfidad adecuada
de producto mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

4.- A 8 ul del producto amplificado se je anadid 5 ul de amortiguader LB Los proguctos se
colocaren en los pozos del gel junto con un marcador de peso molecular y se corrieron durante
30 min a 130V.



5 .- Para corrohorar la presencia de las handas el get se colocd sobre un transiluminadar de fuz
UV Debian observarse bandas iniensas y del peso molecular esperado; en caso contrario se
repiid fa amplificacién.

B. Hibridacién con sondas alelo especificas

1. Los productos de PCR se diluyeron 1:10 en TE

2. Mediante un aparato de Dot-Blot manual, se sembraron 5C pl. de la dilucién en membranas de

nylon cargadas positivamente.
3. Se desngturalizd el DNA incubando las membranas en NaOH 0.4M 10 min.

4. Se neuiralizé con SSPE 10X durante 10 min, se expusieron a luz UV en un aparato de “cross-
linking” en el programa adecuado. En este aparato se iradiaron con [uz ultravioleta las
membranas de forma tal que el DNA que se colacd en ellas guedara covalentemente unido a la
membrana ¥ no se desprendiera durante las hibridaciones y lavados subsecuentes.

& Las sondas se marcaron con ddUTP-dig en su extremo 37 se prepart la siguiente mezcla para
95 picomeles de oligenucledtido:

Tailing Buffer 5X 4.0 ub
CoCl, (25 mi) 4.0 ul
Oligonuctedtido (10 pmoffly 95 ul
dd UTP-Dig (1 nmol/ub) 10 wb
TdT (25 Uful) 15 ul

200 uL

&. Sencubaron a 37°C durgnte 3¢ vy se ajustaron a 1 pmot de sonda marcada/ pl.

7. Las membranas con el producto de PCR se colocaron en tubos de 50 ml. y se afiadié solucidn
de prehibridacién.

8. Sencubaron al menos duranie 2 horas a 42°C.

8. Transcuirida ia incubacidn se anadié la cantidad de sonda necesaria y se hibridé duranie toda
la noche a 42°C

10 Transcurndo el ttiempo de hibridacion la membrana se enjuagd 2 veces con SSPE 2X/SDS 1%
a temperatura ambiente. Se lavd la membrana con SSPE 5X/SDS 0.1% & la temperatura
especifica de la sonda utllizada (Tm). La Tm se calculd de acuerdo a la compesicion de bases
de [a sonda segin la férmuia empinca: Tm= 4(G+C)+3{(A+T)

C  Qumioluminiscencia

1 Las membranas se enjuagaron en amortiguador 1 dos veces y una en amortiguador 2
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2. Seincubaron las membranas en amoerhiguador ¢0s con anticuerpo anti-Digoxigenina (DIG) 1:10
000 durante 30 min a temperatura ambiente,

3. Se enjuagd dos veces en el amortiguader 1 por 2 min y una vez en el amoriiguador 3

4 Se mcubd en el amortiguador 2 con CSPD (disodium3-(4-methoxyspiro{1,2-dioxetane-3,2'-(5'-
chloro)Tricyclo {3 3.1.1 37]Dez’:an}-4-yl)} Phenylphosphate (1-500) durante 5 minutos.

5 Se escurrié el exceso de CSPD y se introdujeron las membranas en una bolsa de plastico que
se sellé con calor.

6 Se incubaron [as membranas 30 min a 37°C y se colocaron en un cassette de exposicion con
una placa radiografica durante 15 min (En un cuarto cbscuro).

7 Se retird ia placa radiografica y se reveld: 2 minutos en revelador, se enjuagd en agua y se
colocd durante 2 min en fijador, se enjuagé vy se dejo secar.

8 Silz intensidad no es adecuada se volvié a exponer un tiempo diferente, de acuerdo a si se
deseaba una mayor o menor intensidad en ia radiografia

Cuadro 8. Mezcias de reaccion

Locus DRE1 Locus DQA1 Locus DQBI1 Final
£enérico y grupo

cspecificos
ONTPs200mM  toaL  loal 10 20mM
Amortiguador 10X s/MgCl, 10 pub 10 uL 10 ul 1X
MgCl; 25mM 6 ul 6l BuL L5 mM/ 2 mM
Imcradores (25 pmol/pL) 2 ul{c/a} 2 pl(c/u) 2 plfcia) 50 pmoles totales
Tag pohimerasa (5 Uful)} 04 ui, G4 uL G4 ul 2 UL
DNA (=250 ng/uL) 24l 2L 2 L =lug
ddH-O cbp 100 pL cbp 100 pL. chp 100 ul.

Cuadro 9. Condiciones de amplificacion.

Locus DRBI Locus DQA1  Locus DGB1
DR DRI DR2yDR4 DRS2DRSI
genérice
Desnaturalizacion 96°C 457 96°C 457 96 °C 45 96 °C 45" 96 °C 457" 96°C 457
Almeacidn 35°C 457 64°C 45 60°C 457 58°C 45™ 35°C 457 35°C 157
Exlension 72oC 1 72ecy 72°C T 72°C 1 72°C I? 72°C T
Repeticiones 35 35 30 30 35 33

Extensién {inal 72°C 107 72°C 1 72°C 10° 72 72°C 1 72°C 107




Cuadro 10. Iniciadores para la tipificacion de clase

Imciadores

HLA-DRB1

senérice
2DRBAMP-A

2DRBAMP-B

Codon

(ITR%)-%

87 — 94

5°-.

5=

5 —

Iniciadores para subtipificar los subgrupos DR

DR1-DRE}
IDRBAMP-1
ZDRBAMP-B
DR2-DRBI
2DRBAMP-2
2DRBAMP-B
DR4-DREL
2DRBAMP-4
IDRIGAMP-GR
2DRS6AMP-VR
DR52-DRB1
IDRBAMP3
JDRSGAMP-GR
JDRSGAMP-VR
DQAI

DA AMP-A
2DQA AMP-B
DOB1

2DOB AMP-A
2DOB AMP-B

8-14

6-13
%6 - 92
86-92

5-12
86 - 02
86 -92

11-17
80-87

1320
78-84

57—,

Sccuencia

coc.cac.agc acg.ttt.ctt.g.-37

B T TS

mezcla degenerada

ccyg ctg cac tgt gaa got ct.-37

TL¢ Thg tgg cag otk aag Th.-37

el mismo de la amplificacién genérica

57—

ttc ctg tgg cag cect aag agyg.-37

el mismo de la amplificacidén genérica

.gt tte ttg gag cag gtt aaa .37
.chg cac tgt gaa got ctec ac.-37

.cty cac tgt gaa gect cte ca -37

.ca.cgt.tte. tty.gag.-tac.tect.ac 37
.ctg cac tgt gaa gct ctc ac.-3°

.ctg cac tgt gaa got ctc ca -3°

.at.ggt.gte.aac.tig.tac.cag -3’
LIt ggt.ago.ggt.aga.gbt.g-3°7

.cat.gtg.cta.ctt.cac.caa.cgg -3°

.ctg gta.gtt.gtg.tct.gea.cac.—3"7

(=]



Analisis estadistico

Célculo de freclencias alélicas en fa poblacidn y frecuencias génicas

La frecuencia en la poblacién (FP) representa el porcentaje de individuos portadores de
un alelo en el totai de individuos estudiados y |2 frecuencia génica (FG) es la frecuencia del genen
{a poblacidn. Para caloular & partir de pobiacién familiarmente no relacionada se aplica la formuta
de Hatdane. Los datos que se obtienen son exactos siempre y cuando el sistema genético que se
esté probando se encuentre en equilibrio de Hardy Weinberg en la poblacién en cuestion (i, 1i). La
formula que se aplicd para calcularla FG es

Fp ="yl FG,=1- fi-FP,

£n donde ni= nlimero de individuos portadores del alelo i, N= tamafio de la poblacitn, FPi=
Frecuencia de i en la poblacidn, FGi= Frecuencia génica de 1,

Prueba de Chi cuadrada con correccién de Yates X°Y

La comparacion de las frecuencias entre dos poblaciones (enfermos y testigos) se efectud
utilizando 'a prueba de Ghi cuadrada (X% |0 que permite evaluar la significancia estadistica de una
probabie asociacion enire 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
proteccidn.

Es importante usar la correccidn de Yates cuando el numero de grados de libertad es igua!
a 4nd y se frabaja con un universo de datos discreios, para corregir fa continuidad de la
distripucién En este caso en el que se comparan dos poblaciones la de sanos con la de enfermos,
el ntmero de grados de libertad {v) corresponde a unc que se deduce de: v=N-1, donde N=

nimero de observaciones independientes (dos poblaciones) (iii).

Para el calculo de Ta XY, se us6 una tabla de 2x2 y se empled la férmuta que se indica a

continuacién (i),

=



Cuadro 1, Tabla de 2x2 para el clculo de X

Con el alefo Sin ef alelo Total
No, Pacientes a b a+c
No. Testigos c d cHd
Total atc bt+d N=a+b+c+d

X v zﬁf’f_—Nﬁ%L
(a + 86X c+dX¥a+cXb+ d)

Una vez que se cbtuvo ia X%, se compard con el valor esperado para la distribucion de x?
estableciendo el valor limite de significancia de 0.05 y los grados de libertad de 1. La comparacidn
de estos dates revela si existe o no diferencia entre ambas peblaciones. En et caso en que el valor
de X° obtenido sea igual o mayor que el valor fimite de significancia existird una asociacion. El
programa de analisis estadistico caicula el valor de significancia estadistica (p) que corresponde al

valor de X” obtenido, en el caso que sea menor a 0.05 se tratara de una asociacion real no debida
al azar

Para hacer la evaluaciéon mas estricta se corrigio el valor de p {pc} muliipficandoe [a p por &!
nimere de comparaciones hechas, es decir por el namero de alelos detectados en cada locus. La
razon de utilizar métodos esiriclos de analisis estadisticos es que el sistema HLA es
extraordinariamente polimarfico v al haber tantos aielos podriamos observar significancia
estadistica sin que corresponda a una asaciacion real.

Alternativamente se puede usar la prueba exacta de Fisher (pf) que es importante usar en
los casos en los que alguno de los valores de la tabia 2x2 sea menor de 5.

{a+ o) @te)(®rd)ic+d)
o= nlalble! dl '

Una vez que se ha demostrado que un aniigeno estd incrementado o disminuido
significativamente en alguno de {os padecimientos, se caicula io siguiente

Razdn de Momjes segin Haldane (OR)

Es una esfimacion de i3 intensidad de la asociacion e indica cuantas veces mas 1esgo

tiene un individuo sano pertador del alelo en cuestion de desarrollar ia enfermedad. Mientras mayor



sea este valor mayor serg el nesgo de desarrollar la enfermedad en presencia del alelo. La formula
es la siguiente .
(2a + 1324 + 1)
(26 + 1) 2c + 1)

OR =

Fraccién etioldgica {FE)

Cuando un alelo se halla significativamente incrementado en Ios enfermos, se caleula la FE
que es una medida relativa de cuanto de la asociacion se debe al marcador en cuestién. Mientras
mas se acerca el valor a 1, mas se debe i enfermedad ai marcador.

a
OR -1 hp - e—

FE = Top a+ b

Fraccidn preventiva (FP}

Cuando un aleio se encuentra significativamente disminuido en los enfermos se evalué ia
FP que es también, una medida reiativa que en este caso indica cuanto de la proteccion se debe al

marecador. Mientras més cercano a 1 sea este valor mas se debe {a proteccion al marcador .

{1 — OR Yhp
OR (1 - &p Y+ hp
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RESULTADOS:

Las caracteristicas clinicas y generales de los pacientes se enlistan en el cuadre 11.  De los 51
pacientes estudiados 28 fuerch mujeres y 23 hombres, lo que representa un 55% y 45%
respectivamente.  La edad promedic fue de 38 afios {18-61 afios). Segun el género, el 35% de
ias mujeres y €l 27% de los hembres fueron menores de 40 afios. E! 45% eran casados y 41%
schteros. E! 92% de los pacientes tenfa al menos estudios de educacion primaria, el 58% tenia
estudios mayores a secundana y el 26% tenia una licenclatura o postgrado Esios datos se
observan en la Figura 4. Unicamente un paciente tenia el antecedente de un familiar con EM (por

rama paterna sin especificar) y tres habian vivide en el extranjerc por més de 6 meses.

Caracteristicas generales % __Caracteristicas clinicas %
Género Homhres 45 Edad de iniclo: 15-20 afios 31
Mujeres 55 21-30 artos 27
31-40 afios 24
Edad: 15-20 afios 2 41-50 anos 14
21-30 afcs 31 > 50 afios 4
31-40 afios 24
44-50 aflos 29 Pamer sintoma: Mator 37
> 50 afios 8 Neuritis dptica 19
Sensitivo 14
Estado civil: Matrimonic 45 Diplopia 14
Soltena 41 Ataxia 12
Viudez 8 Mielitis transversa 2
Unién libre 4 Vértigo 2
Separados 4
Forma clinica:  Broie-remision &7
Escolaridad: Ninguna 4 Progresiva prnmaria 15
Primaria 22 Recurrente progresiva 14
Secundaria 15 Progresiva secundaria 4
Preparatoria 19
Técnica 14
Licenciatura 18
Postgrado 8 Paraclinicos®  Nermal Anormal
Ocupacion: Ninguna 33 I1RM crénec 8% 94%
Hogar 23 PEV - 90%
Empleadc/obrero 18 PEAT 4% 86%
Estudianie/profesionista  1¢ PESS 2% §2%
Otros 16 LCR 63% 29%

Cuadro 11 - Caracterisucas ciinicas y generales ce 10s pacientes con EM
IRM Imagen por resonancia magnética, PEV Potenciales evocados visuales, PEAT Potenciales evocados

auditivos de tallo, PESS Potenciales evocades somatosensonales, LCR Liquida cefalorraguideo
*En resto de los pacientes no se realizd €] examen

[
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El 82% de los pacientes miciaron su enfermedad antes e los 40 afies de edad vy soio el 18%
después de esta edad. Los sintomas mas frecuentes al inicic fueron motores en un 37%, neuriiis
dptica en un 19% y sensitivo o diplopia en un 14%, hallazgos que se grafican en la Figura & En el
76% de los pacientes no se idenbficd un factor desencadenante y del 24% restanie, el mas
frecuente fue la tensién emocional. La forma clinica prevalente fue |a de brote remision en el 87%
de los casos, progresiva primaria en 156%, recurrente progresiva en 14% vy el 4% progresiva
secundana. Estos datos estan incluidos en el Cuadro 1 y se ejemplifican en la Figura 8. El iempo
de evolucidn al diagnoéstico de la enfermedad fue menor de un afio en el 51% de los pacientes; el
37% tenia una evoiucidn de 1 a 8 afios vy el 12% de mas de 6 aflos. En relacién con el ndmero de
brotes previos, el 51% de los pacientes manifesto haber padecido de dos a cinco, un 27% refirid un
solo broie y el 22% mas de 5 brotes; en el 61% de los pacienies se presentaron de dos a nueve
brotes. Del tratamiento que recibieron, en un 88% de los pacientes manifestd no haber recibido
ninguno y solamente el 12% recibié metilprednisclona [V, No se encontré enfermedad asociada en
el 94% de los casos.

De los estudios paraclinicos, la IRM fue anormal en el 96% de los casos, los PEMM (que
incluyeron PEV,PESS y PEAT) en el 90% y un 28% de los pacientes presentaron n LCR anormal,
siendo la principat alteracién un discreto aumento de proteinas. Las BOC se informaron positivas
en €l 57% de las muestras

El 47% de los pacientes no recibia fratamiento en su dltima evaluacion, el 18% recibia esteroides,
el 10% rehabilitacion fisica y un 8% interferdn  La condicion clinica referida fue can al menos una
secuela en el 57%, asintomaticos en un 37% y un 6% no refirio cambio de sus manifestaciones con
el tratamiento.

Los resultados de la determinacién del grupo sanguineo ABO se muestran en el Cuadre 12 Es
evidente que el componente caucasoide estd presente en mavyor frecuencia en lps pacientes. Hay
4.1% de alelos AB y 28.6% de A vs 22 3% vy 3.0% en los sanes. La (pica diferencia significativa

fue para el grupe B que esta ausenie en log pacientes (p=0.01}.



Grupo Pacientes FA Testigos FA X2 Yates PFisher Yates

CABO L nzAg T NTIEE e e e e e
A 14 288 37 223 083 081 036 047
B 18 09 580 447 0016 003
AB 2 41 5 3 014 001 o7 083
O 33 67 4 108 B3 8 020 0.08 085 078

Cuadro 12 - Distribucion del grupe sanguineo ABO en pacientes y controles

FA Frecuencia antigenica

Figura 4.- Escolaridad (n=581}
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DETERMINACION DE HLA-A, B y C y DE LOS ALELOS MOLECULARES DRB1 ¥ DQA1

En el Cuadro 13, se muestra la distnbucion de los alelos DRB1 en ei total de pacientes,
comparados con los testigos sanos, Existen varios alelos que es importante resaltar, aun cuando
las desviaciones estadisticas sen discretas. Se observa un incremenio significativo del
DRB1*0403 (X2=1D.22, p= 0 001, RR=5.65) lo cual indica un gen de susceptibilidad, Ademas hay
varios cuya frecuencia estd disminuida en los pacientes: DRB1*1101 ()<2=4.02, RR=0.18, p=0.04),
DRB1*1301 (X*=4 02, RR=0.18, p=0 04}, DRB1*1302 ((*=4.02, RR=0 18, p=0.04) y DRB1*1402
(X2:5.64, RR=0.11, p=0.01). Sin embargo estos datos que sugieren prateccion, hay que tomarlos
con cautela pues la ausencia otal de individuos con el alelo puede reflejar simplemente ef azar. La
inica asociacion que se mantiene significativa después de corregir la p por el ndmerc de

comparaciones hechas (30 alelos DRB1) es el DRB1*0403 (pc=C 03).

DRB1 Pacentes FG Testigos FG K RR P pc
Locus N=51 % n=170 %

0101 5 502 23 0.88 074

“0301 4 400 14 42 014 102

0401 1 098 0 0 0 41 1012

*0402 0 0 7 21 371 021

*0403 9 925 8 18 1022 585 0001 003
*0404 4 400 13 38 008 110

*0405 2 198 9 27 058 085

*0407 8 817 45 142 312 052

0411 P 198 9 27 058 ¢85

“0701 6 608 22 67 021 094

*0801 1 098 5 15 075 088

*0802 18 19 56 42 13.2 172 166

*0804 1 098 0 0 041 1012

*1001 0 0 2 08 282 085

*1101 0 0 8 2.4 402 018 004 NS
1102 0 o} 1 03 302 109

*1104 1 098 7 21 132 064

*1201 0 0 2 ce 262 065

*1301 o ¢ 8 24 4.02 018 004 NS
*1302 G G 8 24 402 018 004 NS
*1303 1 oo 0 0 0414 1012

*1305 2 198 0 0 308 17 22

*1401 1 098 5 15 075 08g

*1402 o 0 13 38 564 0 001 NS
*1408 2 198 19 57 331 038

*1501 3 298 17 51 138 062

*15602 1 088 Y} 0 041 102

*1503 1 068 ¢ 0 041 1¢ 12

*1601 0 0 3 08 270 046

*1602 7 711 18 54 013 138

Cuadro 13 - Distribueidn de los alefos DRB1 en pacientes con EM y testigos



En ef Cuadro 14 se muestra la distribucidn de los alelos DQAT en los &1 pacientes y en €l toial

de testigos sanos  Ne se chserva ninguna desviacion sighificativa en la distribucidn de tos genes

DQA1
DQA1 Pacientes FG Testigos FG XY RR P
Locus n=51 % n=170 % .

*0101/4 3 6.07 29 8.9 1.27 0.68 NS

*0102 5 5.03 30 8.2 2.44 0.54 NS
*0103 3 2.99 ] 2.7 0.03 1.22 NS
*0201 7 7.12 22 6.7 0.008 1.11 NS

*03011/62 24 27.24 87 30.2 045 0.85 NS
*0401 19 20.79 48 15.3 1,30 1.58 NS
*0501 24 27.24 83 28.5 0.14 0.93 NS

Cuadro 14 - Distribucicn de los alelos DQA1 en el total de pacientes y sanos.
p= ningun alele presenta desviacion significativa

En relacidn con clase |, la distribucién de los alelos HLA-A, B y C en el total de pacientes y
testigos sanos, se muestran en los Cuadros 15,18 y 17 respectivamente, donde se observa una
disminucién significativa de A 69 (X2=4.19, p=0.04, RR=0.27). Dei mismo cuadro también es
evidente una aparente disminucidn significativa de A 26 en los pacientes, sin embargo dichos
valores estan posiblemente condicionados por la falta de presencia del alefo en los pacientes por
lo gue la significancia es prebablemenie por azar. En el caso de HLA-B, cuyas frecuencias se
enlista en el Cuadro 16, hay un aumenio de B39 sin que sea significativo pero con un riesgo
moderado {RR=2.31} en fos pacientes, y un aumenio significative de B4t (X7=6.98, p=0.008, RR
4.24). Finalmente para HLA-C no se observa ningln incremento significativo en la distribucion de

los alelos



HLA-A Pacientes FG Testiges FG X%y RR P
Locus n=B1 % n=170 %
1 5] 807 19 018 095
2 29 3432 82 0 004 107
3 S 925 13 2724 226
11 3 2.99 12 086 078
23 1 0.89 4 064 0.96
24 18 19 66 47 076 144
25 0 0 3 285 ¢ 40
26 a 0 8 442 c16 ca3
28 1 D98 3 038 124
29 1 0o 11 305 035
30 2 1908 g 081 JaR:2
31 10 10 34 14 2.84 236
32 1 oReie] 8 197 049
33 9 8.25 " 338 269
36 0 0 2 271 0.57
&8 5 5.03 27 265 052
89 1 098 14 418 027 004
Cuadro 15 - Distnibucién de los aleios HLA-A en pacientes y sancs
HLA-B Pacientes FG Teshgeos FG XY RR p pe
Locus n=51 % n=149 %
7 4 400 13 0.23 095
g 3 289 ] 014 106
13 12 5.91 010 001 NS
14 1 098 13 3.81 030
15 2 198 4 0008 1683
18 4 299 10 0.009 1.25
27 3 299 5 0.145 188
35 16 17 16 55 078 0.78
a7 1 0.99 1 0000 2.94
38 2 1098 10 113 067
38 14 14 82 21 381 231
40 2 1.98 1 0.98 5
41 9 9.25 7 5.98 4.24 0.008 NS
42 1 3.01 098
44 4 400 i1 0.04 1.4
45 7 4.08 018 004 NS
43 4 400 13 0.23 0.95
49 1 089 4 084 096
50 1 099 5 085 Q78
51 3 299 14 113 087
52 1 099 2 012 175
53 1 009 I 162 056
55 2 271 057
58 2 198 2 031 287
59 1 301 096
60 5 503 4 297 382
61 5 503 15 0.10 1.02
62 5] 818 14 0 B6 1.82
63 2 271 057
64 1 301 096
65 2 198 4 0000 1863
&7 1 301 096
70 1 30 086
73 2 271 057
74 1 3N 086
77 1 3.01 0 96

Cuadre 16 - Distribuzdn def alelo HLA-B en sanos y pacientes

[



HLA-C  Pacientes FG Testigos FG XY RR p pe

Locus n=51 % n=149 %
1 11 11.68 2¢ 1.48 1.83
2 2 2.02 17 3.31 0.3
3 1 101 11 2.68 (.38
4 il 20.00 59 028 .88
5 14 8.59 0.08 0.1 NS
6 2 2.02 14 2.28 0.48
7 25 2920 68 0.13 1.18
8 3 8.35 17 0.36 1.51
9 5 5.13 13 0.000 1.22
10 ] 513 5 2.21 3.47

Cuadro 17.- Distribucién de alelo HLA-C en sanos y pacientes.

E! total de fos pacientes se dividié en tres grupos segln las caracteristicas clinicas. Se formd un
grupo de 17 pacientes que tenia una forma progresiva de la EM, otro de 30 pacientes con una
forma de brote —remisién y ofro de 26 con historia de haber padecido previamente de dos a cinco
brotes de ka enfermedad. Este es el rango de nidmerc de brotes mas frecuente, dado que el 51%

de los pacientes manifesto esta caracteristica.

En ei grupo de ios 17 pacientes con una forma progresiva, surgieron varios subtipos de DR14:
*1401 (X’=2.64, RR=0.66, p=NS), *1402 (¢=2.93, RR=0.35, p=NS) y *1406 (X’=3.19, RR=0.28,
p=NS), que parecierdn de proteccion porgue eéta’n disminuidas en los pacientes, paro otra vez no
puede considerarse como un dato certero por estar totalmente ausentes en ellos, y porque el
famano de muestra es pequefio; sin embargo el DRB1*0802 (RR=3.14) y el 1303 (RR=2.12)
mostraron una tendencia a 1a susceptibifidad sin aleanzar ninguna significancia estadistica, pero [os
resultados sugieren ligamento a un gen de susceptibifidad especiaimente para el DRE1*0802

(Cuadro 18).

Para los pacientes con ia forma de brote-remision, descritos en el cuadro 19, e DRBAC1OM
{X2=3.95, RR=0.20, p=0.04, 1C=0.02-3 51) tiende a ser un alelo de proteccién por encontrarse
significativamenie disminuido en los pacientes, sin embargo, habra gue fomar el dato con cautela,
debiendo continuar con la determinacidn de mas casos con esta forma clinica para confirmar o ne
este hallazgo. Valga mencionar que el DRB1*0408 observado como se suscephibilidad en el grupo

total, se reforzé como gen de susceptibilidad relacionado con la aparicion de broies 0=5.02,
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RR=8.55, p=002) Cslos daios concuerdan con ia distiibucion en el cuadro 20 en el gue s& ndics
en e! analisis de pacientes con historia de dos a cinco broies encontrando el DRB1*0403 también
incrementado en los pacientes (=8 87 RR=13.22, p=0002). El analisis de ciase | sugiere la
posibie contribucién del B41 (X%=3.82, RR=525, p=0.05) y del A33 (X’=4.00, RR=7.26, p=0.04) en
los casos de brote rermision con vaiores de RR que se incrementan en los casos con hisionade 2 a

5 brotes  EIl B29 se haya incrementado en estos Giimos (X2=5.26, RR=3.65, p=0.02)

DREA1 Pacientes FG Testigos FG XY RR p IC
tocus  m=i7 % n=60 Y% . ]
*0802 8 27.24 13 11 49 312 3.14 - 0.90-11.6
*1401 0 0 2 1.68 2.64 0686 -

*1402 ¢ 0 4 339 2.93 0.35 -

*1408 0 0 5 428 319 0.28 -

*1303 1 2.99 2 1.68 0.05 212 -

Cuadro 18.- Distribucion de alelos significativos er 17 pacientes con una forma progresivas de EM
y en 80 testigos sanos. p= NS

lLocus Pacientes FG Testigos FG XY RR P IC
n=30 % n=60 %

DRB1*0101 0 o 4 3.39 3.95 0.20 004 0.02-35%

DRB1*0403 5 871 1 084 5.02 855 002 233-1109

A 33 5 8.71 1 0.89 4.00 726 004 1014821

B 41 6 10 56 2 1.98 382 525

Cuadro 19.- Distribucion de alelos Clase | y Clase 1l de HLA significattvos en 30 pacientes con
forma brote-remision de EM vy 60 1estigos sanos.

Locus Pacientes FG Testigos FG XY RR p IC
DRB1*0403 8 12.82 1 0.84 8.87 13.22 0002 198-870
A 33 S 10 56 1 009 523 a3 002

B39 12 27 89 10 10.34 528 365 002 1181236

Cuadro 20.- Distribucion de alelos Clase | y Clase tl de HLA en 26 pacientes con historia de haber
padecido de 2 & 5 brotes de EM en su evolucién y 60 testigos sanos
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DISCUSION.

Como ya se ha descnrito, la EM es una enfermedad cuyo comportamiento clinico, epidemioldgico
y hallazgos genético-nmunmoldgicos muesiran que se trata de una enfermedad con un

componente genético importante infiuido por factores externos aun no determmados

Las caracteristicas epidemiol6gicas-det grupo de pacientes incluidos en este estudio concuerdan
con lo ya dicho con respecto a la baja frecuencia de EM en grupos asiaticos % estos datos
sostienen la hipdiesis de la contribucidn de genes oreniales en los enfermos mestizos gue
disminuyen la probabilidad de expresion de ia EM v llama la atencion la prevalencia baja en Nuevo
México de 5°. En nuestro grupo no se observd ninguna diferencia significativa entre el género de
los pacientes ya gue correspondieron a un 55 el porcentaje de mujeres, con una relacion de 1.2:1,
respectivamente; en {2 literatura se describe una relacion mujer:hombre de 2:45 y agui se ve solo
una tendencia a tener una frecuencia mayor en mujeres. Quizéas esto se debe a un sesgo en el
fipo de pacienles que acuden al Insttuio o en gque por ser pacientes de un solo hospial no
representan totalmente las caracteristicas epidemioidgicas de |2 enfermedad. La EM
caracteristicamente se presenta en la segunda o tercer décadas de la vida, en este grupo mas del
60% de los pacientes tuve una edad entre {os 10 y 40 afios con un promedio de 38 afios y el 82%
imicié con las manifestaciones antes de los 40 afios. Con relacion 4 |a edad de inicio, se observd
que los pacientes con una forma de brote remision iniciaron a una edad promedio de 26 afios y los
gue cursaban con una forma progresiva de la EM, iniciaron a un promedio de edad de 33 afios.
L-os reportes en la fiteratura mencionan que un factor de mal prondstico para [a EM es un inicio en
edad avanzada; sin embarge, no se ha defimdo la edad de inicio segin la forma clinica de la EM,

salve en g

caso de la forma primariamente progresiva que caracteristicamente in

sexia décadas de |a vida
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En el estudio previo publicado de poblacion mexicana con EM por parte de este grupom_ se
establecio en 1986 que fas caracteristicas de la EM eran compatibles con estar relacionada a un
ampiente indusirializado gade gue los pacientes no ienian histona familier de EM y la gran mayoria
{80%) pertenecian a l& clase media con estudios académicos mayores a secundaria.  Los
resutiados del presente trabajo concuerdan con los hallazgos previos, pues tampeco s encentro
ningtn antecedente de EM en ta familia de los pacientes y el 59% tenia una educacion mayor que
el promedio de ia poblacién, ya gue el 26% tenfa desde ficenciatura hasta postgrado y sdio 4%
eran analfapetas.

Las caracteristicas clinicas también corresponden con otras series informadas previamente.
Estos pacientes manifestaron como sintomas iniciales los motores come los mas frecuenies (37%),
seguidos por neuntis dptica (19%) v sintomas sensitivos o diplopia (14%). El porcentaje de neurilis
dptica como sintoma inicial también corresponde con los de offos grupos, ya que se describe ésta
manifestacion en un 20 a 25% de i0dos los pacientes™. En relasion a la forma dlinica, 1a méas
frecuente, 1gual que en otras series, fue brofe-remision en un 67%. Llama la atencidn, sin
embargo, el alto porcenigje de formas progresivas gque se encontro {33%), va que s bien en la
literatura se informa hasta un 20% de formas primariamente progresivas, es muy probable que en
este estudio el porcenigje haltado se encuentre influido por el momento en fa evolucion de fos
pacientes en que se ingorporaron al estudic  Asi, algunos de l0s que se consideraron €omo
primariamente progresives se podran definir como brote-remision con el paso del tiempo,
Finalmente, 51% de los pacientes presentd historia de dos o mas brotes.

Los resuliados en cuanto a los estudios paraclinicos practicados a los pacientes corresponden a
los esperados internacionalmente™ en pacientes con diagndstico establecido de EM.

Con respecto al andlisis inmunogenético valga enfatizar que en este trabajo se hizo un analisis

hasta el nivel del aielo de los genes DRB1 y DQA1 y se reanalizaron los anligenos de clase . En

1.64|

el {rabajo previ
Llama la atencién que como ya se habia sefialado el componente caucasocide de origen
mediterraneo se confirma en este grupo de pacientes por la frecuencia mayer de grupo Ay AB en

los pacientgs. Interesantemente ningune fue portador del grupo B, sin embarge, {a ausencia de B
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se compensd incrementandose |a frecuencia de A v de AB, pero no la del grupo O, lo que sostiene
que si hay un componente éinico mavor de ongen biance en los pacientes mexicanos con EM,
pues ef grupe O es tipicamente Amerindio'’®,

En el estudio prewom’* sobre la inmunogenética de la EM en México se publicd la asociacion con
DR6 con el subipe DR13 en jos pacientes y se encontro elevada también la combinacién A3, B7 y
DR2. Enr la mayoria de los grupos de pacientes con EM en ef ambito mundial se informa por fo
general una asociacién con DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102 y DQB1*0602 *¥. Sin embargo,
este dato es de grupos caucascides'y en la actualidad hay mucho més trabajos hechos a nivel
malecular que permifen un anélisis MAas ceriero de la genética de la EM vy sobre fodo en
peblaciones con otros fondos étnicos que muesiran otros genes HLA involucrados.

£l analisis de la distribucion del DRB1 en nusstro estudio demostré un incremento significativo
del DRB1*0403 al comparar ef grupc total de pacientes con los testigos sanos con un RR bastante
alto que es de 5.65, demostrande gue 1a ascciacién es real puestc que no pierde significancia at
corregir el valor de p. Esta asociacion significativa se mantiene at separar los tres grupos descritos
sobre la base de las caracteristicas clinicas y de evolucion ¢e la EM, pues se ebserva un
incremento en ef RR en el grupo con una forma de brote remisidn (8.55) y mayor aun en los
pacienies 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 aparicion de brotes y
representando un mayor riesgo de expresion en los pacientes que manifiestan de dos a cinco
brotes, que fue la evolucién en més del 50% de estos pacientes. La asogiacion con DR4 se ha
sugerido en arabes y en pasientes de Cerdefia™"®? en ésia dltima poblacién, se informa una
asociacion especialmente con DRB1*0405. En un estudic recienie de poblacion japonesa donde
se dividié la EM en una forma occidental y otra asidtica, se encontrd ascciacién de la forma
occidenial con DRB1°0403 que pierde su significancia al corregir el valor de p R = importante
que e aleloc DRB1*0403 se considera de origen caucasode, fundamentaimenie de

contribucion mediterrdnea mas que de ancestros nérdicos.
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£n el grupo de formas progresivas, se encanird una asociacidn no significativa, pero con un RR
alto en el caso del DRB1*0802 y DRB1*1303, siendo impertante mencionar que este (limo alefo
fue relacionade con susceptibilidad en los sefaraditas """ ademés de que el DRB1*1303 es una
vanante del DR6, gue fue el que previamente se habia publicado asociado a EM en pacientes
mexicanos °'. El caso del *0802 es interesante pues en primer lugar es un gen clasicamente
amernindio, aungue, en poblaciones como los Lacandones en México este alelo ha desaparecido
por deriva génica o efecto de cuello de botella 7%,

No se demostré una franca asociacion de proteceidn con ningdn gen DRB1, sin embargo algunas
asoclaciones mostraron cierta tendencia a este aparente papel protector, pero, como se menciens
e ios resultados, estos datos deben ser tomades con cautela dado que esto puede ser influido por
no estar presentes en los pacientes por e iamaifio de la muestra y porque al ser un sistema con
tante polimerfisma, si el tamafo no es importante, cualguier alelo puede resultar significativo, por
azar. Por esta razén es importante corregir el valor de p.  También se acepta en la literatura
internactonal de HLA que si una asociacion en particular ya ha sido descrita precisamente,
entences la que se propone si puede ser vélida Serd necesano por lo tanto tener un ndmero
mayor de pacientes tipificados para poder apoyar alguna de las posibilldades descritas. En este
contexto, en la comparacidn del total de pacientes con el grupo de sanes, tos alelos del DRB1:
*1101, *1301, *1302 y *1402 mostraron una disminucién aparentemente significativa en los
pacientes. £n los casos de fermas progresivas. la asociacidn de aparente proteccion cerrespondid
a los alelos DRB1*1401, DRB1*1402 y DRB1*1408, siendo importante mencicnar que algunos
sublipos del DR14 se consideran de alta frecuencia en Amenndios'™, especialmente *1402 vy
*1406 En el grupo de pacientes con forma de brote-remisién fue el DRB1*0101 el que se mostré
con una disminucién significativa en los pacientes y una aparente papel protector. El DR1 fue

sugendo recientemente por los espaiioles como protector’™

una disminucién significativa de A26 y AB2 en el grupo total de pacientes, significancia gue se
pierde al corregir p y que no permite apoyar par completo la posibilidad de un papel protector En

los subgrupos integrados, el A332 se encontré mcrementado en 105 casos de brote remision y con
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mstonia de dos a cnco broles, que podria estar relacionado con un efecto de suscepubiidad.
Curiosamente en el mismo trabajo de los espafioles "'® se encontré al A18 como un gen de
susceptibilidad  Valga mencionar que ef A33 es yna vanante def A19, Estos haliazgos confirman
la fuerte influencia de genes mediterraneos en ia expresidn de la EM. Finaimente también el B41,
alelo también mediterraneo, se encontrd incrementado en los casos de brote remision sin ser
significativo y el B39 en los de dos a cinco brotes de manera sigrificativa.  La asociacion de las
moléculas clase | con EM ha sido poco explorada; desde los 70s, se consideraba la asociacién con
A3y B7, recientemente se confirnd la asociacidn con el primero, pero no cen BY (141) En un
grupo de pacienies suecos se encantrd que el alelo MLA-A*D3CT aumenta el fiesgo de EM
independientemente de DRB1"®, y fue e A*0201 el gue se informé confiere proteccién en
pacientes suecos'™  Estos hallazgos no se confirmaron en fa poblacidn que estudiames, en parte

porgue clase { no se determing a nivel malecular, [o cual serd motivo de investigaciones futuras

De los resultados antenores se desprende gue en el grupo de pacientes con EM estudiados en
este trabajo, las caracteristicas clinicas vy epidemiol6gicas concuerdan con las de otros grupes a
nive] mundial; se corrobora el mayor componente caucasoide mediterrdneo en fos pacienies
comparados con jos sanos ¥ una franca asociacion de susceptibilidad con DRB1*0403 que es de
origen mediterrdneo méas que noérdico. No fue posible establecer asociaciones de proieccién
significativas con ningun alelo en particular pero st una tendenscia a manifestaria con alelos
sonsiderados como de ongen Amerindio (DRB1*1402, *1406) Es pues necesaric aumentar el

nimero de pacientes para poder definir st la proteccidn por estos genes es real
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CONCLUSIONES.

1.- Las caracieristicas clinicas y epidemucidgicas del grupo de pacientes estudiado concussdan con
{o informado en ofras series.

2.- Es evidente que fa EM es una enfermedad poligénica con la participacién de diferentes loci y
alelos del MHC

3.- Existe susceptibiidad franca asociada al alefo DRB170403 cuyo RR es mayor en la farma brote
remisién y con histona de haber presentado de 2 a § brotes de EM. Dicho alelo esta involucrado
en espafioles y 1a forma occidental de los japoneses con EM.

4.- No se establecio ningdn gen de proteccidn evidente y estard por confirmar con un nimero
mayor de casos si el DRB1*1402 y DRB1*1406, genes de orgen amenndio estan ligados a
nroteccion.

5.- En las formas progresivas se sugiere un gen de susceptibildad asociado al DRB1*0802 y
DRB 171303 (subtipo de! DR6, publicads previamente por parte del grupo).

8.- Se confirma que !a contnbucidén genética a la susceptibilidad de expresidn de la EM es de
origen caucascide en los pacientes mestizos mexicanos, fundamentaimente de ancestros

mediterranecs mas que nérdicos.

7.- La proteccicn probablemente esté relacionada con genes de origen amenndio (DRB1*1402 y
DRB1*1408).

8.- Se empiezan a deniificar genas en el locus A y B de clase | que probablemente contibuyen a
la expresion de ia EM

9.- Los resultados sugieren que la asociacion con DRB1*0403 parece contribuir mas a la expresion

ae una forma mas severa de ia EM que a la enfermedad misma
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Apcndice

Reactivos

Sotucion de lisis |

MgCi, 5 mM
Solucién de hisis 1i

NONIDET (NP-40) 0.1 %
Amortiguador para fisis de células blancas (WCLB}

Tris-HCI, pH 7.8 10 mM

EDTA,pH 80 10 mM

MNaCt 50 mM

sDs 0.2 %

Proteinasa K (sigma) 300 pg/iml

Esterilizar por filtracién, Guardar ia sclucion en alicuotas de 15 mL a - 20°C

Fenol saturado equilibrado

Antes de usar ef fenol debe equilibrarse a pH mayor de 7.8, porgue el DNA puede
quedarse dentro de la fase organica (fendlica) sf el pH es &cido.

1.

El fenol bidestilado se debe almacenar a -20°C Cuando se prepara el fenol equilibrado
se funde a 88°C (Bafio maria). Al fenol liquido se adiciona §-hidroxiquinolina a una
conceniracidn final de 0.1%. La 8-hidroxiguinolina es un aniioxidante, un inhibidor parcial
de RNAsa y un quelante débil de jones.

2. Afiachr un volumen igual de Tris-HCY 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 ia
fase superior (acuosay

3. Adicionar a la fase inferior (fendlica) un volumen igual de Trnis-HC! 0.1 M, pH 8.0. Agitar
de igual forma que en el punto 2, remover la fase acuosa.

4. Repeur el paso 3, hasta que ia fase fendlica alcance un pH mavor de 7.8
(aproximadamente pH 8.0}

5. Después de que el fenol estd equilibrado, remover la fase acuosa y adicionar 0.1 volumen
de Trnis-HC1 0.1 M, pH 8.¢ conteniende 0 2 % de 2-mercaptoetanol.

6. Guargar en un frasco ambar a 4°C por periodos mayores de 1 mes.

Fenolfcioroformo

Para preparar el fenol/cloroforme debe eliminarse 1a fase superior del fenol saturado o tomar
sélo ia fase fendlica y mezclar cantidades iguales de fenol saturado y cloreformo/alcohol
isoamilico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche. Utilizar ta fase inferior.

Cloroformoralcohol isoamilico

Tomar 24 partes de cloroformo puro y afadir una parte de alcohol isoamilice, mezclar v
guardar a 4°C



TETX

Trns-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA,pH 8.0 1 m
SDS 16%

EDTAGSEMPpHBO

TAE 50 X
Tris-Base {Sigma) 2420 g
Acido acético glacial 571 mL
EDTA 0.25 M, pH 8.0 200.0 mL
H-O chp 1L
NaCH 0.4M
SSPE 20X
(esterilizar por autoclave)
NaCl 3.0 M
Fosfato de sodio monobésico 02 M
EDTA (pH 8.0) 200 mM
Ajustar el pH a 7.4 como en et S8C 20X y aforar.
Denhart 50X
Albamina sérica bovina, pH 7.5 1 %
Polivinil pirrolidona (PvP-40} 1 %
Ficoll 400 1 %

ssDNA 710 mg/mL

DNA de esperma de saimén El sSDNA (1 g) se disuelve en 100 mL de agua desiilaaa
dejandole con agitacién continua durante 12 h. Una vez disuelio el DNA se pasa varias
VECES PO una jeringa de 10 mb que tenga una aguja de no. 27, hasta que [a solucidn caiga
en gotas, cuando esto suceda, el ssDNA estara listo para su uso

Soiucion de prehibridacion (Quimioluminiscencia)

SS8PE 6 X
Denhardt 5 X
55 DNA 100 pg/mL
Lauroil Sarcosina de Sodio 01 %
s0s8 0.02 %
H,0O destilada cbp
SSPE 2X SDS 0.1% SSPE 5X, SDS 0 1%
Amortiguador 0
Aciao maigica 01 M
NaCi 015 M

Esterilizar en autociave
Puede utilizarse Tns-HCI ¢.1 M, pH 7.5 en {ugar de acido malgico.
Ajustar a pH 7 5 con NaQH
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Amoriiguador 1
Amottiguador O + Tween 20 al 0.3%

Amortiguador 2
Reactivo bloqueador (Boehnnger) al 1% solubilizado en amertiguador 0.
Se recomienda preparar una solucidn madre al 10% en amortiguador 0, distribuir en
alicuotas de 100 mL y guardarias a -20°C hasta su uso
La solucidn de irabajo se prepara diluyendo 100 mL de la sclucién madre a 1 L con
amaortiguador 0

Amoriiguador 3
Tns pH 8.5 100 mM
NaCt 100 mM
MgCi, 50 mM
Anticuerpo

Anticuerpo anti-digexagenina conjugado con fosfaiasa alcalina
Dilucitn 1:10,000 en amortiguader 2
CSPD Dilucidn 1:500 en amoriiguador 3

Anticoaguiante se puede ufiizar ACD o la siguiente formula:
Citrato trisddico  13.2 g/t
Acido citrico 4.8 g/L
Dextrosa 24.5 giL

PBS(solucion amortiguadora de fosfatos-soiucién safina).
Para preparar un litro 1L (5X}.

NaCl 40.09
KH-PO4 0.75g
KCH 20g
NGQHPO4 1.875 g
Agua (chp) 1L

AjustaretPha74

Citrate de sodio al 0 6% en PBS.

Citrato de sodio (dihidratado) 374g
PBS 475 mL
Aforare! PBS a 500 mL
AjustarelpH a 7.4

Filtrar

Medio de MceCoy modificado
A SG0mL de medio afiadir:

Gentamicina 40mg/mi. imL
Suero fetal bovino 25 mL
Peniciiina/estrepiomicina 16 mL
Hepes 1M 25 mL

(500CW/mL de penicilina G, 5000 mg/mL de sulfate de estreptomicing).
AjustarpH a7 2



Diacetato de carboxifiuoresceina (CFDA)

Acetona 2 5mL
CDFA 25 mg
Disclver suavemente
PBS 417 mL
Mezclar

Alicuotar en frascos de 50 mL
Guardar de —-70 & —85° C en la obscundad

Narama de acndina/bromuro de ehdio (AC/EB)

Naranja de acndina 14 mg

Bromuro de etdio  50mg

Etano! 95% 1mL

Adicionar 48 mL de PBS

Guardarg —20°C +/- -5° C en alicuotas de 1 miL en microtubos
Soiuci6n de trabajo: a 7 mb de solucién madre, se Je adicionan 9 mL de PBS. Guardar en frascos
ambar en la cbscundad, hasta su uso

Yodurc de propidio (Pl).
Pi  250mg
PBS 250mL (frasco ambar 500 mb)
Disolver por calentamiento en bafio maria a 56-62° C
Alicuotar 5C mL en frascos
Guardarde —70° C

Tinta china: reactivo para la tincién
Disolver 1 g de BSA (seroalbdimina bovina) en 10 mi de EDTA/PES 5%

A 9.8mL BSA/5% EDTA/PBS se le adicionan 0.1 mL de azida de sodio al 1% Y 0 1 mL de tinta
china

Azida de sodio al 1% Disclver 1g de azida de sodic en 100 mL de PBS.

EDTA/PBS 5%

Adicionar 5 g de EDTA a 90 mL de PES. Disolver por calentamiento a 37° C
Ajustar €l pH a 7.2 con NaOH para disolver el EDTA
Afarar a 1GCmL con PBS.
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