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INTRODUCCIÓN 

Lupus eritematoso generalizado (LEG). 

El LEG es una enfermedad crónica autoinmune causada por . la producción de 

autoanticuerpos patogénicos dirigidos contra antígenos nucleares. En los humanos el LEG 

presenta diversos síntomas clínicos que involucran múltiples órganos y sistemas. Esta 

heterogeneidad clínica es el reflejo del daño tisular mediado por autoanticuerpos así como 

la inflamación en la p~ri;:~.A~._vasos sanguíneos (llamada vasculitis), lo que origina el 
·-/~-'.~('~\'.,':_:;:}_: .. ;. '.'·· < 

depósito de complejos iniT}iines'.'EI LEG es particularmente frecuente en mujeres jóvenes 

en etapa fértil y ,¿{~f ~otjni" Po; la aparidón de fatiga intermitente, doloc '" 

articulaciones e.in~~~¡~[i~~?~rÜpbiones en piel, disminución de glóbulos blancos, dolor 
- ...... ' }· :;;~:~ .. :_\}~::~--:.,;J:}~\U:) ::. . , 

torácico com~ ~ci~Ült.~dglia~pleuritis (Tabla 1) [l, 2). Aproximadamente la mitad de los 
. ' .·:.<_·· ~-~~::.·'..~; :'~:t;~i}ilt(.&::~:-(:~:~f,~~-::-.. :':>:· ... 

pacientes con~:LEQi'.tienén··manifestaciones graves de la enfermedad, entre ellas nefritis, 
•;;. ·: :¡,_:. /<,• '"~., ,:!.rl.'-' , , ~\'' 

vasculiÍis J<;:¡;:~¡;{ci'~~ nervioso central, hipertensión pulmonar y enfermedad intersticial 
~ -·< .i··.:~;-•-_í;J.•"..··,;:~·-.F~Y;.~;?'::,~~ 

pulmol1a~.J:~~j~t~ff}ormas clínicas de lupus que afectan solo la piel (lupus cutáneo) e 
. ··::. ~~:>: :·-::,:.:-.::. -~-- ~ ';: -

inclii~6·'9_it~i~l1 fo~a generalizada inducidas por medicamentos. El diagnóstico de LEG 
_: -.: ~·-. \' .-·-· 

>gené:~i~~~f~ es complicado debido la enonne variabilidad de los síntomas clínicos. Por lo 
_-_._ ·. :·'_-:::: ·;-.~-\-:'.(:;_:;·'~--:·._· 

que para.el diagnóstico, los pacientes deben mostrar al menos cuatro de once criterios para 

· LÉ6 .[;].· La detección de anticuerpos antinucleares (ANA) es muy sensible para el 
, ' ' .·.. " 

diagnóstico de la enfermedad aunque algunos estudios han descrito la presencia de 

anticuerpos antinucleares en aproximadamente el 2 % de la población femenina sana 

mayor de 40 años. 
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Tabla 1.- Criterios para el diagnóstico de LEG. 

Categoría Síntoma 

Criterios en Piel y Mucosas -Eritema malar "en alas de mariposa" 

-Eritema discoide, 

-FotosesiblJidad 

. . -ul~gfa~;C>i~1~s. 
·,. .,. •\:e:;,•;,, 

Criterios Generalizados -Artritis. ·.·. 

-Pleuritis o pericarditis 

-Proteinuria 

-Convulsiones 

Psicosis sin otra etiología probable. 

Criterios de Laboratorio -Anemia hemolítica 

-Leucopenia 

-Linfopenia 

-Trombocitopenia 

-Anticuerpos anti-DNA, anti-Sm 

-VDRL falso positivo 

-Anticoagulante lúpico 

-Anticuerpos antifosfolípido 

-Anticuerpos antinucleares. 
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La presencia deautoanticuerpos anti-DNA de doblé ca~ena y anti-Sm es casi ex.elusiva de 

LEG, siendo su detección determinante para~el diagllóstico. La enfermedad en su forma 
.. ,~:·:·· .>-.. _. 

activa se acoinpaña de· aumento en· 1a velocidacl 'cté'~ediínentación. gl()bular <\r~G)nivelés 

etevadJ; 'de .. rea~,~~'º'· ·de. fuse ~da ·enf ,;ti~j1~.ilietF·~~{F0'f~?~~~~(f f ~J~~ del 
co111pl~11l~nt~. CJ. y C4. Los tratam1ento_s .¡tctua)es¿par¡¡iL,ECJ.;;n:ic!uye,i;iJ,~13,us()' de anti-

. . <_ .. -:; ;:r~~~: __ ;JH~j;f ~~~~~;~)~~~JJ~~;f t~r~:~~~:~i~~X1ci~i:tW~~~J~~~V:'.:·~ ( -·'. .·. -~: 
malari~o~<cbmo la hidroxicloroquina,. estero1~e~ ;~Y>ll11~cllC,ament9;~/; c1totox1cos como 

:::::':~'.:':~o::;:a~e~:·:::~.~b~\~!7J~!~~!::. ~:::::º e::e ::~":: 
efectos colaterales deletéreos que jt1~t~'i'.~~~1f~la~I~~fermedad disminuyen de manera 

significativa la calidad de vida delos~J~ttfag~;,~d~i~G.[4] 

:.:~:~~:,~;\:~~¡;~Ii}i~~r~ti~~fü~~~1~ r~,::· :.º:,:·::~º:"::. ': 
varones, respe.ct1vamente [5],''ademasfse\haobservado que la inc1denc1a es 2 a 4 veces 

mayo; ,~{ ~~~4i~~~~lií~f:f~;;s¿~~.,~;de• con retoción a grupo• cauc••ieo• ¡ 6J. 
AproxilTiaaafueilté''.'éxisteii' iíiú1s;364;000 mujeres con diagnóstico de LEG en los Estados 

Unido• P~·E~i~111i~i~Í~énte cumplen con do• o '"' de lo• 11 criterio• poro 
LEG. Además,: la iricidenéia de'1a enfermedad parece ir en aumento. 

' :_:; .. ':".'! >:;~=~t~"·}~l~-~~~¡--~~·:1~'.i;::-~.~~~~:-_~.· '.-'.~.~_;. :·. 

Aunqu~ s~:i~¡j~ ~'~.2g;'JJi'J6sifactores responsables de la aparición de LEG, se ha establecido 
. ::<-.'.·" ~:\?•'-);?.>::·.~<)::~.::-: .. -~: 

de maneta feliáciente' que la predisposición genética es un elemento clave en la .. _.-, ··-:•· -

sus~eptibil;idad y desarrollo de LEG. Algunos factores como la agregación familiar sugieren 

que los descendientes de pacientes con LEG tienen un riesgo mayor de padecer la 

enfermedad con relación a la población general [7, 8]. La naturaleza multigenética de la 

susceptibilidad a LEG se ha estudiado sobre la base de modelos de concordancia de la 
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enfermedacl e~ pares de gemelos monocigóticos en Jos quese ha observado hasta un 34 % 

de concordancia ~()mpar_aciC> con gemelos dicigóticos ae.solo,.~.~J9, 10]. :~ 

La compÍejid~a clÍni~a,delLEG se relaciona directa~~¡if¿;~~ri~~~Jh;~terogen~id¡~ 'genética, 

:: ::~::,;1~1~r!t:~t·:,::~~;;;;~!i~Ii~!l~Wtf tJ:~~;:.::::~:: 
y en diferentes nfodelos inUrihos. podría estar d~~6.~}nadapor im.:~po. diferente de genes 

contrib~y~~tes. El e~tudlo de ~as bases genétÍcas'd~ 1JbJ~'. se há hecho más complicada por 

el hecho que los alelos que predisponen a Ja enfermedad autoinmune son particularmente 

frecuentes en la población general. 

Genes Candidatos de susceptibilidad a LEG. 

Debido a las evidencias de la relevancia genética en la susceptibilidad a LEG se han 

publicado cientos de estudios donde se intenta localizar genes detem1inantes en la 

susceptibilidad y su contribución en el curso clínico (11]. La mayoría de estos estudios se 

han realizadoco11.\1i1diseño de casos y controles. Aunque los estudios de asociación son 

estadísticalTleríte pod~~osos; generalmente están sujetos a los problemas en la estructura 

genéti;a··;~::·1~fWJ~i;~f;~i:;i~ deriva genética donde las diferencias en la frecuencia de alelos 

entre.·. paC:i~~i'~5·;~,~~~~rios parecen ser resultado de diferencias históricas más que de 
·~·~,~;~,;';. -· '/ -';.'.':-' ... _;, ·'.;.;~, . -·::> ' 

asoci~dí6ri;{~~~(¿¡~1ci-enfermedad (12]. Básicamente Ja mezcla genética y los estudios 
- . :,,,,::·,_'./::~-\---~::._:";--: '~ :f 

¡-ealizados.·~·orl"muestras pequeñas han influido de manera negativa en Ja asignación correcta 

de l~~ genes primarios en Ja susceptibilidad a LEG. Sin embargo debido al polimorfismo 

característico de ciertos sistemas genéticos como los genes del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC), existen evidencias claras de Ja relevancia en la predisposición 

a LEG en diversas poblaciones (13]. 
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El complejo principal de histocompatibilidad (MHC). 

Organización Genética. 

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) está formado por un grupo de genes, 

algunos de ellos relacionados entre sí funcional y estructuralmente. En el humano el MHC 

se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 específicamente en la banda 6p21.3. Este 

complejo ocupa aproximadamente 4 megabases (Mb) de DNA (1 megabase contiene 1 

millón de pares de bases). El MHC está dividido de manera arbitraria en tres regiones 

designadas como clase I, 11 y III mismas que en conjunto contienen aproximadamente 120 

Ioci. La región de clase I se encuentra en el extremo más telomérico del MHC, ocupa 

aproximadamente 2 Mb y hasta ahora se conocen 25 loci, aunque se calcula que podría 

contener más d~.·.So. La región de clase 11 es la más centromérica del MHC, tiene una 
. ;~ ... ,·:. ··:. :\~,~,· ·, . . 

extensión de.;a~rg~¡~~dal11ente 0.8 Mb y contiene unos 34 Ioci. La región de clase III está 
. .. . . -r .. " -·;:-. .. ·• 

distribuida;~w~·I~~-~~~es de clase I y de clase II, ocupa unas 2.2 Mb y contiene 63 Ioci. 
· , · /· '·/·:'.J;~/'.'.'~:1:'.;:¡zu,·«R <:· ' . · . . 
Se calcula que.aproximadamente el 10 % de la secuencia de DNA del MHC codifica para 

.-: _.-:·~-:>·~.:.· \1}~~:, -:~~t;~t~Li:.-·~:~'L)~d1?~:-.:::~-~-·;_ .- .: . _ . 
proteínas fü~cio11ale8;'~:ro)a función del 90 % restante se desconoce [14), Figura l. 

- Las r~gi~;~~-~~l}t¡~g :c~~tlenen a los genes HLA, término que proviene del inglés 
.-_,·-~ ~~,,~- ··J. \ - ". 

-, (Hummí''JLeitko'éyte Ai1tigens), los cuales codifican para proteínas que se expresan en la 

supe~fic:¡i'C:~i~Iar que presentan péptidos procesados al receptor de las células T (TCR) . 
. -,-

Algun?s;d,e ~s~s genes parecen haber perdido esa función ya que la estructura de la proteína 

sugi~~e ~:~'en algún momento tuvieron la capacidad de presentar péptidos. La estructura de 

las proteínas codificadas por esos genes es muy distinta a la estructura de las proteínas 

codificadas por los genes HLA clásicos (HLA-A, B, C). Lo anterior sugiere que entre estos 

genes no hay necesariamente una conexión evolutiva directa pero como las proteínas tienen 

funciones inmunológicas precisas, algunos profesionales los consideran como genes 
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funcionalmente r~laciori~dos[15].Algunos mamíferos placentarios tienen una organización 

de los genes del MH~ ~i~ilar áI humanó, ,otros 'difieréri cónsiderablemente del prototipo 
''-=-~-o~ '~,-e.o<---:~ "---º;;.,5-'·-".':.-c.~::':-c-,·:t:~:;i-=-:r::.~.:;:\--'--~~?.=::-~":';~= ----~ --'- - -:-""":·.<. ,. T { 

.:~::~~~~~~~I~~·f ~11.1~~~,~~~~Jl~~t·~:: ::~:: ::::: 
asociaciones són lasfoismas que las obseniadas'eñ:'elhumaná;,8in embargo en los pájaros o 

-~- ----,- ~'-~:~-'. _-.~~:}~-~;;:~;~~g'.:wr~:1~~1~:~J{~--g~~{f~~T::<~~- .. -:·,--:.-: --- ·_ :~·: ~:-: ~:~; _-.r.~i~:{~;l;1:f tCli~h~·:'{;?;~:~-~~tf ~~;~:i:~.~6E~\:~- . _ 
en ammales'nfariíiós'.vertebrados, los genes:deliMHC:están entremezclados con otros genes 
_ .... ·.:. _:.·:·: :~::'.:i~;~~:.·~~:[<~;~~~~r~j·,·.::.~~~:'.,:::-~-~¿,-_~ :·::·.~-~ .... -·::\ __ ,._.:_~~--, :::;·~'~:/:0;~5:?2;~}t:~~'.0S'.:¡~):'.0Ht·:-.1:~_:. _-,- ·:· 

que no formari parte del MHC e iilcluso'.estári:distribuidos por todo el genoma [16]. 
·, º .'- .·· ·_:f \' )_:·r:(i::-:_::'-;~\~;:·:;}~~~-(~ :. -.r~/~·,: ~1;;~.:-~ ;/::~~-~{. :·?·,:·y~'.-~:-,t1.!L._:~;~,:~ti<~~J;~:~!~;~,}~~}~~<~~;- ~-_:::- ~: ; ·:·· -, ·. 
En la región: dé clase!; Iós IociHL~.:est*ri eiifréniézC!ados con otros loci no relacionados y 

::~fi::":~ ::m~::::~r,r~J~f ~f~~~[!r"~:;2:::. d:, :~:,:::: ::::~;:º::: 
octamer-binding entre otros. Defos loci:HLA dé clase I, se sabe perfectamente que ocho de 

• ,' ';'.. ·. '·'i:; ·,;;~'·!'S.::;·,', ;•i :-e:.~, 

ellos están ocupados por genes fun~'iori~¡·gs'.~(HIA-A, -B, ~c. -E, -F, -G, MICA y MICB), 

cuatro por pseudo genes (HL~~itJ_jfi;¿~f~··E,cuatro por pseudogenes truncados (HLA-75, 
- . ~ ::_ -~;, -:, ~-~ ~y~::~.-.'.~~:·~%;;.~!:':~J{/~~'./:i~~f:~,~?:~: ; ·._ 
-16, -80 y-90) y tres por fragmentéis de''genes (HLA-17, -21 y -30) [17]. Los genes HLA de 
". . . ,.. :·,.. .·e.'.,:,•,·5.:n . .';,.•-,',.· ' .· .. 

clo.o ¡,, d;v;d0n'Ori0dó'i'~a1~i%l1i.i%1.,e Ja y cl0se lb, 'º' do clo.c la (gon" cl.,foo•; 

.:.J[~~~~~~~~1:;::j::o:~::::,: :~:::·p::':: '::::º:.::;::~",::::~:: 
lirifoi~~~t.),'.~~~'~c)¡)j~ciones humanas tienen un alto grado de polimorfismo. Las proteínas 

'"·>: ·:•:<•;:'.'.: '_ >',<'.::·,': e 

codificadás'én!os genes de clase lb (genes no clásicos; HLA-E, -F, -G) presentan péptidos 
, ,· .,,-~, ;. ~-· ' .. 

a un sub~po de células T, el patrón de expresión en los tejidos es distinto al de las 

·.· molé~ula~ lay presentan un número reducido de variantes o alelos (bajo polimorfismo) 

[l~J; ~L1~,~~s HLA-C parece estar en medio de esta clasificación ya que la proteína 
'. ':~· ::_;:·}~ 

pr~sentapép,Íldosbajo condiciones fisiológicas que aún no están muy claras, además que su 

expresi<J4'e~bcij~;~I l1úmero de alelos es menor con relación con los loci HLA-A y HLA-
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B. Los Joci HLA-E, -F, -G parecen tener aún restos de .. furicionalidád o bien se han 

esp~cializ;~"clo. en presentar ciertos péptidos y con otros ligandos (en el ratón algunas 

molécula.s ~Jase lb aparentemente se han especializado en presentar péptidos codificados en 

genes dei". DNA mitocondrial. AJ final de Ja lista están pseudogenes recientemente 

inactivadÓs y pseudogenes truncados (fragmentos de genes) [19]. La región de clase 11 
-- --.-:>- - -- -,_-_ -

condene una gran cantidad de genes tales como los LMP2 y LMP7 que codifican para 

subunidades de proteasomas y Jos genes TAPl y TAP2 que codifican para proteínas 

transportadoras de péptidos, también se encuentra el pseudogen HLA-Zl y los genes HLA 
: " . ~ . ' . 

. : ·~·,\-. ;':; .. 
de clase 11 que están clasific~do~"~';'-i'cirico f~milias: HLA-DP; ~DN, -DM, -DO, -DQ y -DR. 

_ .. _,"·_,7·T:( /~(,:J~-:-~~t~>~~:t~~~i ... ~~ '.(~.\:...~·.,. ; .. _ ~ ._ _ . ~-.·~. 
En cada una de estas regiónes:existérí'genes,>A y,B qúe codifican las cadenas polipeptídicas 

, · \''.-::·:;~---~s;~~w~n~~~~r{.?f:~~~~\~_~t~~~~f(:~~:;:~~~>:/>:,~--"'--.:.:.:·/-~:.·::.:.·:.,... · · ., . 
alfa y beta respectiyamente.:1Las;n~oléculás HLA de clase II son heterodímeros formados 

Pº' una :ade2~WÁtlEl~~lrt~¡,;¡i, Oadenos prov;enen de la m;•ma famma; .,; Pº' 
ejemplo Ja':cáderíá~DP'alfa"se.ásocia con una cadena DP beta y DM alfa con DM beta. Con 
' - , . ' . ·. :. __ >. ·»:~~\":~~~~~'.~;'.~':~-/~~~~-;)~\)t/;~~-~ ~;1=ff ,_'.~-~~~~~'~¡~::>· \·.:· . ·. . . 
respecto a'Iá'familia',DR;·todos los humanos tienen un Jocus DRA (DR alfa) pero difieren 
. ·- •. L . :-' ... : - · . .i ~·- ·,··.;,, •.. : .,.', ,: ... •:o:, ; -. :, 

en érhlÍrii;áro~d~,1\~~i';:qÍIB por cromosoma pueden ser de 2 a 5. Se conocen nueve Joci 
,~ ::_··':':;; ;~~ :~i/_,·, .~--;.·e-. 

DRB: HLA_~D~l; ':-DRB3, -DRB4, -DRB5 que son funcionales y por otro lado el HLA-
, '. ,•:, ':'.~ -~'; ~~" -~-:·»i<-:·~·-

DRB2,_~I>R.B'6, '2DRB7, -DRBS que son pseudogenes y HLA-DRB9 que es un fragmento 
' '·-·'---·-··=oc.: ,. ' 

cle'k6riJ~Jfc1i~e~~ntes números y combinaciones de Jos genes DRB define varios haplotipos . . -- . ,. -

HLA~DR [2o]. La región de clase III contiene genes que están principalmente involucrados 
·.-_,. .. ·· 

~n ·1il.i~~1.fr1idad natural. En primer Jugar encontramos genes que codifican a Jos 

co~porí~ll~~s iniciales de la cascada del complemento como el C4, el C2 y el factor B, así 

como Jos genes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y Ja linfotoxina. Además 
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existen·. otros geries ·c~mo los• de las . proteínas de choque térmico, la 21-hidroxilasa, la 

sintelasa valil-t~f\'.·e11tfe C>!ros [21, 22]. 
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Figura 1.- Estructura del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en el 

brazo corto de cromosoma 6. 
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Estructura y nom.'enclatura de los genes HLA. 

En el ·siste111~.JILA los genes se designan porletras Capitales Y.series de números. La 

primerle~ra (D)identifica el gen (locus), la segun~~'lefra espe()ific1;1 a, la familia de donde 

pro~ie~<~; N/O, P, Q y R) y la terecr le71.iJ1ci.el;tll'o)d~,g~Xf Pa'8 alfa y B para 

·~:~~~{;~rtE],;~~;l;'.1:i~i~}~,!l~~/~jl¡~f ;¡~:·;":~::) d:.: 
separados'.por;un:astensco'(~);0?;La;nomenclatura~de·:las;moleculas de clase 1 sigue reglas 

"~ej~t~~l~f i{{~f:l~~li~~i~~~j?~J/'~I~~plo HIA-A '0201 la cual es el 
alelo lidelilocits'YA2i[23J;;;~ari'to'J6s';gene!(de clase I como de clase u están divididos en 

.-_, - -· .. : .... i;: ;:~\)'.~r>~:1W~<.j~~5Jii&1}-:}'.-~~Stl;~:~;~h~11;~i~~~if{;~f ::;~~1~:i,;_'.'.~~#:~~iN~r .· -; . r • 

exones e mtrqnes;'.'eLgen completo'excepto su reg1on reguladora es transcrito en RNA pero 
. ·:· ':_;;~ .. ·!~\}\~:~_S/;;it~:;~:?,~~:;}}%~/ ;~~}~1:S~~~~J~,~:~¡~_.~~:Y}:(~:(:-· -.·~;-.· .- . 

los intrcines\sciriT:remcividoS;dúránte el procesamiento del transcrito primario (24]. La 

·. :~f~~~~~{~f l~~~~jif ¡:::~,: ~:• ,:::: :::¡~: :~as;: 7 :::=.::a:x:n d: 
- '' :· .::''. .. (:,..,:· ; -:- -~' - c'c'f'"- '~,~ • 

aba~caha:reglón s~ río traducida (5'UT) y un pequeño espacio de DNA que codifica el . -~·· ; ·'. ' _.' '· .... _. ") . ·- -~ .. ,;, ' ·-. . . . 
7 '' _;-y·::: .. ¡< ·';~ , ~·:;"r"(, 

péptido~sefiaf(lídcif)'.:La'región S'UT es transcrita a RNA que forma parte de la secuencia 
, :_ - ; .. ~~·:: :~:- ~--. :-~:.;_:_~::··;: -~' -'~>.~· :-~:~~-\~-· ;;·_ -:-

de mRN°Á'perp·'~()'e~,!~~~;l.1cida a proteína. El péptido líder es el responsable del paso de la 
_ ·~- · \:~ - -._-._ .. ,,_ .. :/-'.:::.··~\:,.<~-:~::t_·~,;·~f1>'.;r:~>-~--.-
proteínáa'trayés de la me~brana durante la síntesis en el retículo endoplásmico, después de 

ésto eipéptld~Ííder.~i~?r~inado ya que no aparece en la proteína madura. Los exones 2, 3 

y 4 codifican para tres ci'oilJi~ios denominados al, a2 y a3 respectivamente. Los dominios . . 

al y a2 contienen los sitios que unen a los péptidos producidos durante el procesamiento 

de otras proteínas; estos sitios se les llama dominios fijadores del péptido. El dominio a3 

tiene una estructura característica que también existe en las moléculas de inmunoglobulina 

de ahí su nómbre como "dominio semejante a inmunoglobulina". El exón 5 codifica para la 
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región transmembianaLde :la molécula. Los exónes 6 y 7 codifican para la región 
-. ;: ; :..: .. ' . . . ', - - ,· -

citoplásmica (c(Jla)'.·l En ~cuarito ª>los genes de clase ILhay alguna variación en su 
-__ · ~ .,-,_-·_ ----, .--;---;'-. -c;,-:o·. _,-__ t=c• --~;-=.- .-~~--'º;--- ·-:-·----- -- .... -- - ---.--:-·: '": - - ·' ' . - .. . - -

organizacióri'geri¿Íic~';e~tr~'%~,:~ert~br~dos, pero generalmente en los mamíferos los genes 

A r"'.''lf ;,~Wl~f.[if~i,~!~1-i~i~~f 'f':· En ~ho• ·~ .. el e~ón 1 ~onti~~ a la 
·. reg1on 5'UT;,yJa;sec.uencia; ue:co.d1fica al pept1do senal, el exon 2 codifica el dom1mo al 

·.... . . }': :.~:,;3M~;~tt~tf,{t~j .. .. ·1:~~,;~:iF!:'~ : •. ··· 
(genes :A).O ~I;,BI:'.(gélíe~ B);l,esfos:dc>minios contribuyen a la región captadora del péptido 

·.:-. ._: ,_ .- '.:\~--~--·.· ~-::T~·??~;rr:· -~-~~-;'.:f~¡;·;;~~~i{{:t~~::{:j~y~:;~:·~~: ··;~: 
dé la molécula de cfase\II; eLéxon 3 codifica para los dominios ( a2 y {J2); los exones 

"'' . , .' ' ,•. -·-·-, · .. --;: .· : .. -'.'.-~ .. ::,"-~ ::.' .. y'··~·, - ' .. 
~ . _-,,_ 

restantes 'codifican· ~~ra" :~l péptido de conexión, la región transmembranal e 

intracitoplásmica [25], (Figura 2). Los genes HLA se heredan en bloque en forma de 

haplotipos (término que proviene de células haploides), por lo que cada individuo tiene una 

combinación de genes que segregaron del padre y otro haplotipo materno, Figura 3. 

Expresión y Regulación de los genes HLA. · . ·., · 

Los genesCiase lá se ~xpresarÍ en la rriá.yó'rÍii~~/l,as células somáticas adultas. Sin embargo 

hay algun••.ex~ePciÓ~e/q.~jnciJ.i~~ ~ 1~•n:hrona., célula. del póncrn" exócrino. célufa• 

deLmioc~:~{~~~i~~)~~rt&~'~\~~ etap" de d"orrono y ciert" célul" de '' 

placenta; .Las moléculás,'de clase I no se expresan en la superficie de huevos no fertilizados 
- ; "~.' '~ ·:·~~;~;;¡/· . , ;_ "'·:':'.~;.~ ~-·- ~,~ ;. 

y en células cl¡}'6rril:>iió¿~s recién formados. Entre todas las células somáticas adultas, los ::.,_-;,- ., ,-."\~.>:t:'~-~ 

IirÍfocitos·.TyB'e~presan niveles altos de moléculas clase la con relación a otras células 
' ... ,· _,- .. • 

,,.,,., :;. '• 

que gen~r~l,mente expresan niveles bajos. La expresión puede aumentar o disminuir por el 
. ·-· .·_;·,,, ·, 

estímulo de factores como las infecciones virales y citocinas por ejemplo los interferones. 

La éxpresión de Jos genes clase la está regulada por secuencias "corriente arriba" de la 

región codificante. Las secuencias cortas se denominan "motifs" o cajas. Estas secuencias 

son sitios que se unen a las proteínas encargadas de iniciar Ja transcripción del DNA en 
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RNA Las proteínas generalmente denominadas factores de trasncripción o factores 

nucleares porque se encuentran en el núcleo de la célula y pueden acelerar o frenar el 

proceso de la transcripción [26). 

Figura 2.- Estructura de las moléculas HLA de clase 1 y de clase II. 
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Algunos factores son específicos. para ciertós genes o espeéíficos . para células, mientras 

que otros actúan'so~r~ diferentes genes o_dlreie~testipcis'cti células.;La' regió~ que regula la 
- • ':-· . .'.-.. .::.~,.'-,'f·'\.,:'_i",_~;· ·'.·._/· ,::I·.¡ 

transcripciórise ·encuentra "corriente arriba'' á'e!'~ití~'<lg~cÍg;.iÜ,icfa la 'transcripción, aunque 

alguno• mótifü regulado= pueden e"" l~c~,f ~~~~lcf~,~te•del gen, poc ejemplo eo 

los)ntro11es. La región reguladora corrieritetarl-ibá:'puede dividirse en dos partes, los 

::~~~ii::::':::.:;f ·~¡~~lf it{~j\~::~:i.~:·d:~:::;:;~:)::~ 
promoto(siempre está en el extremo':5~ y;o¡foraisolaménte en la orientación correcta. Este 
. . ~-, . --~:···:~\:.'. ~(ff ~;::;~~;.:'.~j~- ~'; /<:;~·.: ~:.:. :;'.;~ ~--·.:. · -~·}:),·:':·~. ~-'. /:~ ·:;:;}i;~\¿:!{i1f~:}~~}~;~ ;_·'.2};?;~;;~)~~~;f ;;~::~r~:~(~g~;.?}ür :_;_.~ ·. _---~, 

.. · contiel1é 'dós;;.rriótifs :que.fambién:sé cibsef\íáii,éoii'ffecuéJ1ciá en otros genes, la caja TATA 
' .... ·: -~~ :_ -_._!:}; :-:~<~a~;·::Vi~~t;~l'. .. i;~ ::~k;~~~~~:;·;\'.i}~~.{:~~x:.~~:jf ~Z±~~~}.f };f~~~-~-:~-~S~W:·;5;;Kf ~~~:r/' :.: '.:_ --., . 
y la cájá~CC.f.\'A'I:;·;yr;as .. sec1Jencias'.;aúmeritádorás operan a distancias de varias kilobases, 

- . ' : .. > . ,, >··;::;.·.- ~· ·~.:_xF ;~'.:)~~~:~~t::~&~;:,f ~~l~Wfr~~-~Rr~~!~t~1:~~~:~J~~~)~J~t~; .. ~;~~~{~?.\(~~.t:.: ¿:~i·~:::~}' > 
iridepéndienfen1enté·:aéHa C>riehtación'.y locaHzáción de los extremos 5' o 3' del gen. Estas 

.. ge_nes.' Los elementos reguladores que controlan la 

estos se ubican en el segmento 
·;_·:-· 

Lá región reguladoi:~'púede;dividirse en dos partes, la proximal y la distal (relativa al sitio 
. . ¿ ': ~ :.~;~-.. ~ .. 1-:· !;\: :; '.::~'.';'.'./:.~o(~;:f ~~;}?f h,~( ~· '~~;f l;~{:f < ... ' :_·.: ~ '. 

de inicio:.de:;fraiii;.cripción).·La región proximal es necesaria pero no suficiente para la 
~~~: ~~ .. ·,:. :-~;~~::,~::i~;-~::i¡,~:1ét~P,~1;~~f·~:::'~~·~j;~~·~~~;.:~:t; .. :_· .' :~.\·=. -:".:. > • ,-

. expresión i::onstifotivá de !Os genes de clase II en los linfocitos B y en el aumento en la 
., ·' • ><'• ,·.· - ~ ' •• 'J 1,i <:.~ . ' -

'¡_ \'.~· .. ::, :'.,··:-:··;,~·.:·: 

expresión básal por la a,cción de. IFN~gamma [29]. La región proximal (que se refiere a la 
. ,' --; : ;y· 

- .. , .·!·. ,·'· : . -.--_.· .. ·.:e . .:: .. -·' .:· 

región promotora) contiéni:¡ .ademáfde las cajas TATA y CCAAT una serie de secuencias 
,-. -e', 

motifdesignadas por ~atj~{16ti~sdel alfabeto (O, Y, X, X2, P, Z y V). La caja TATA está 

presente en todos los. ge.~_e{~e clase II pero no tiene mucha relevancia en la expresión de 
'-:.-··· 

estos genes. Por otro lado, la caja CCAAT está presente en algunos genes de clase 11. Cerca 

de la caja TATA "corriente arriba" se encuentra la secuencia octámero (0), la cual consiste 
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de ocho nucleótidos, esta 'secuencia se ha encontrado en ofros genes incluyendo los de las 

inmunoglobulinas. 

Figura 3.- Segregación de los genes HLA en un árbol genealógico. 
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La caja Y tiene la secuencia 5'-CTGATTGGCC-3~. La cajá,Xco~siste.~~ clos motifs 
- - :.·- l.~·,·· .,, , > 

::~~:~ml:.'f ~i~~~~{i~~¡t~Ji~~~~i:'l'~i~i~tl~~·:!:z~:;~ 
y designación en distintos geriesi~Esfa'coritienéal menos 2 seéuencias motifs,·e1 primero de 

. : · ./.,.·>:;.'.~:::::r~:·2;{~íJ~l~.l~t~~>~:{::~-;0~:~~:'.,;'.:~:;f~~;.J~:;;~f;:;,.-~!:~~i>:.~ .. :·;:;.~~:. ·::.:'· .· > ·· - : ·· :. --. ;. 
ellos denominado Z o~SRV2.'(GGACCC) Y:Z2 ó SRVl (GGACAC). Los elementos distales 

- . . --- ·, \~~~:~:":i.~\~~!5;Jf:f:~~{f)t~t~'.~~:i~1~~~:,;ifü~i~~~~~~~-'<. ')(·_ -
no están aún bien caractenza'dos>Estós sorifos responsables de la expresión constitutiva de 

los genes claseIIen~J~·~~~~f!~{}~s~ierosu función parece estar regulada por los elementos 

proximales [2~]. ·;;f : '\' r : 

Polim6rflSmd ae~étic~. · · · 

El polimorfi¿riió_'def MHC tiene 2 aspectos notables: el primero que es extenso y en 

segu~db' l~~~;;i~fa;,<¡;'()li.morfismo natural. Una situación que se repite en algunos genes 
, .. . . :r:;. ·''.··.). -:~·;,> 

polimóffi~J~<··~~ qUé~no o dos alelos se encuentran con mayor frecuencia y los alelos 
.- '•). , ... • ' -·· ---~,'"- . ...... . :. , 

~dicio~~1e·t1 s~\~~~~~~tran con poca frecuencia [30] Sin embargo, el polimorfismo de los 
.•• -·;~ '. ;.» -· '. •'. '' 

loci delÚvIHC se caracteriza por la enorme cantidad de alelos de cada locus y porque 

mucihd~ d~~stos alelos se encuentran con frecuencias similares. Según el último reporte de 

non1eri~lat~ra de genes de HLA se conocen 209 alelos de HLA-A, 414 alelos de HLA-B, 

101 ~l;l~,~~del locus HLA-C, 273 alelos de HLA-DRBl, 45 alelos de HLA-DQBl y 93 de 

HLA-DPB 1, entre otros [31 ], Tabla A. 
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Tabla A.- Alelos de los loci del complejo principal de histocompatibilidad (MHC). 

N<uubers of alleles "1t11 offlclal nnme• al each locus by 31 Oecember 2000 

Locus Number of "'lle les Locus N u m ber of afieles 

HLAA 209 HLADRBB 1 

HLAB 414 HLADRB9 1 

HLA-C 101 HLADQA1 21 

HLA-E 6 HLADQB1 45 

HLAF 1 HLADPA1 19 

HLA-G 15 HLADPB1 93 

HLA-DRA 2 HLADOA 8 

HLADRB1 273 HLADOB 8 

HLA-DRB2 1 HLADMA 4 

HLADRB3 30 HLADMB 6 

HLA-DRB4 10 TAP1 6 

HLADRB5 15 TAP2 4 

HLADRB6 3 MICA 51 

HLA-DRB7 2 

Tomado de Marsh SGE, Tissue Antigens 2001; 57:236-283. 
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La variabilidad de k>s !Oci de HLA de ~Jase llse localiza principalmente en el exón 2, 

mientras que en l~s géries de cl~se IelpoÚl11o~fismo radica en los exones 2 y 3. Figura 4. 
-, -,_--_---~.-';\~--"-,' --.--07.--.--.-~--.-'- .-- , .. :-, - .- ' .. 

Figura 4.- Región captadora del péptido de las moléculas HLA. 
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Además, dentro de esos exones ~a v~iabilidad se concentra solo en 'ciertos sitios, mientras 

· n~~t;~iiil~~~~Ís~e ~'orno un polimorfismo mas allá de 4 generaciones. Los alelos del MHC 
:~:.,':> -, . '¿~:~::,'~~=:j_~_:,':" 

h~~ pf;i~istid'<:> mucho más que cuatro generaciones obviamente éstas no son mutaciones 
. "· -~~. ·'. !: ... ,.·, ~' ·, ~-,,•. 

· .. neut~ales.Existen evidencias de que la evolución de los alelos MHC tiene una importante 

· influencia de la selección natural [34). 

Los cambios sinónimos no alteran la secuencia de aminoácidos de una proteína y por lo 

tanto no son afectados por la selección, Sin embargo los cambios no sinónimos son 

deletéreos porque al afectar la secuencia de aminoácidos usualmente reduce u oblitera 

totalmente la funcionalidad de la proteína y por ende, estos genes son eliminados por 

selección negativa o selección purificadora en un gen en el que esos dos tipos de cambios 

ocurren la proporción de substituciones sinónimas es mayor que la proporción de 
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substituciones no sinónimas (dS>dN). Muchos genes que se han analizado muestran este 

patrón de preponderancia de substituciones sinónimas sobre las no-sinónimas. Sin embargo 

en ciertas partes de los genes del MHC se observa lo contrarlri; 'e~ decirque en la región 

que codifica para la región captadora del péptido las substituciones: ~Ósin,ónimas son más 

frecuentes (dN>dS). Esta acumulación preferencial de substituciones no-sinónimas puede 

ser resultado de selección positiva la cual favorece la diversificación de la región captadora 

del péptido [35]. 

Genes HLA y la susceptibilidad a lupus eritematoso generalizado (LEG). 

La premisa de que los factores genéticos están involucrados en el lupus eritematoso 

generalizado (LEG) se basó originalmente en las observaciones de una mayor frecuencia 

de LEG entre gemelos monocigoticos [10, 36] y entre familiares en primer grado [37], 

además de una mayor frecuencia de anormalidades inmunológicas en familiares de 

.· pacie11tes,c()nLEG. [38, 39]. Sin embargo, ahora sabemos que la susceptibilidad a LEG no 

está.d'¿{~~¡~~d~ por un solo gen, de hecho con base en modelos matemáticos, se ha 

propuestÓJa participación de al menos cuatro genes en la susceptibilidad a LEG [40]. 

·Después del descubrimiento de la influencia de los factores genéticos en un buen número 

de enfermedades autoinmunes, parecía lógico estudiar a los genes en los pacientes con 

LEG. Como resultado de ello se han realizado un gran numero de estudios donde se analiza 

la frecuencia de genes asociados con los componentes clásicos del sistema inmune (genes 

MHC, complemento, receptor de células Te inmunoglobulinas). 

Las asociaciones entre :el LEG. con varios loci del MHC y sus respectivos alelos en 

diferentes países se resJ~~n e~ la Tabla 2. El haplotipo HLA-B8-DR3 se asocia con LEG 
' . ~~'. ,· . 

en la población:·¿~J¿ásíca, particularmente en: Australia, Canadá, Inglaterra, 
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. . 

Checoslavaquia, Francia,. AÍeITiania~ Hungna; Italia ySuiza. Los haplotipos que contienen 
•.' .. 

HLA-DR2 y HLA-Dl_l3 s~ lifill.a~ociá~o.~Q_n;]-EGenBulgaria, Rusia y Estados Unidos. En 

la población de Grecia ~l lupús se aso~i~ 'con\HLÁ-DR2 con el HLA-DQ6 en Franco-
.· . . .~. ---, :'-;<,,:,-. . ·'· • -

v • .. - • -. • 0 'C ' •: .·.; < • ....... • ~-¿L; ~~r~:~~·:.'~~~¿t:::-~~:.::~· .. : 
Canadienses; con eIDR4 en Iridígerias;'··eii lá'.'población española se asocia con el haplotipo 

_-- <. --.--__ ,:·:_·;~-·>:.:_t/:}:·;S;~~<~IA'.\~j-_~:_·-:. -
HLA-B18-DR3. En lcís Afro-.Atlteíican"'';'"'F;LECLestá asociado con DR2 y DR3. Es 

neoesorio ie:!{\~/~1~ ;,\;~1,i~if ~~~;i~~§a 0EG Cn ÁfiiÓa CenITal y del E.te [ 41]. 

Por otro ladof.eri'(países órierifales:·corrio:China el LEG está asociado con el DR2 y DR3 y 
. >'·.'.· -~-:t:~~;;_~;:~~~~~{'.·it~:;~.~?l~~~~\~1i~~}~¡¡\~~1/i@$~~3~~~:;.·.tt~i3?~-~}~(i;'.~:.c:_,'. : . 

solamerite'conDR2.'en:}apóri;':Coreá',y'.Singapur, en estos últimos países se ha observado 
. ·._·,:_:;_:':.- _.,_;~:-~; -~-:~~;~0:~?~~~:;'.~~r~~};~i)~~:~~:'i\{:~~- ~:'.ilCBF<;Hf:~~ütj~;;P.'. __ .. ;.. , -

una fuérte asócfaci_óií~del LEG cóii' los'haplotipos extendidos (DRB 1-DRBS-DQA 1-DQB 1) 
. ·.>: _ .-./:::. .. ~}~7i}f ~\;.;_~1~~;~;~~)1~~-1~~;;:~~::I~: . 7.~I?:\,%.r: ... ;~:: · , 

que contienéri'.e):al~l<fDRBn1sol;'l<fanterior en mayor proporción que cuando se analizan 
: . ;. :_\:- .'. {:};;:::·~· !)_~~ft>j·í~J~:;\~:~A /{t3~:~~~~~~y;~t,~1:}:'<. ~~-/ j'._\::' ·:,::: 

los alelps )J~r'.(sép~r~dO~?E:(_estudió de las proporciones de homocigocidad ha revelado que 

el LEª u~;!~f ~llt~$~f~fooclgocla de lo' locl o haplotlpo, HLA de cla<e 11 en 

pacientes de EuropaCent~al [42]. 

Por otro'':fafg1J¡~~i.~~~fli~ii~~~k de los componentes del complemento también se han 

asociado''c·b~5~~~/~1i~~tacio heterocigoto para la deficiencia del cuarto componente del 
-· ' .• ·_, _1_",:;c-' ,,_,_,t.~--·:,-

·cy;::<' -.,,-, !'-· 

complémérito/c4:A~'se. Observa con cierta frecuencia en pacientes Australianos, Anglo-
, \~. -; .-· .. ';_:_ ':<;;·;:i"' ·-· <'. 

Canadierises/:rbgleses, Alemanes, y también se han reportado algunos estudios en Chinos, 

Franceses/Japoriesés y Norteamericanos. En pacientes de Taiwán, España y Canadá no se 

observo uri iricremento en la frecuencia de las deleciones de C4. La frecuencia de LEG en 

pacientés',hoiriocigotos para la deficiencia de los componentes iniciales del complemento 

(Clq, C4_y,c2)es al menos del 50 % (43, 44], rara vez el LEG se ha asociado con las 

deficiencias de los componentes de la activación final de la cascada del complemento [ 43, 

44]. 
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' . ' ' 

. . - . 

En la Tabla3;s,e111uestranlas asociaciones de arític~erJ~s'6~nge(les MHC en pacientes 

con LEG. E~ fe~umen, los anticuerpos anti-DNk~se aso'~i~ con .DR2, DR3 y DR7; 
-,;. - -- -- -·~=--..::.'.- :· ·.-oc o.; c;c - .- - -- .. - ., - ' · ·.; · • <"- • '· · · 

anticuerpos;'aJti-Sfu con DR2, DR4, DR7 y ~~(5:;#\i6~e~os anti-RNP con DR4, DQ3, 

DQS y DQ8°; anticuerpos anti-Ro con DR2 y 'J:>R.4'faiiÜdu~rpos anti-La con DR3 y DR8; y 

lo• :nti~ue.po• anti-fo•follpido con ~~4, néf~~~.DQ7 

~:::,:::.~;ed~:::::::c::·~;~f ~lf~~i~~::::.:::::·.~::::,m:~:'.: 
genes están involucrados en la süsceptibilidadja:LEG! Además,· los estudios en modelos 

. - ·-, . '. . ,_: ;~----_.;>;,Y/~\i:~0:;~-~~-~~~Ig\~!i;fJrl'.~-~{(:~~:~{;:.,_~.~~-\'.~·-://~ · ',. , · 
murmos como el raton de Nueva·Zelanda;fsug1ereniun patron poligénico de la herencia 

-~: ''.. . .... - . :_ ,· ... ."-: ·. ~,.,,;;:; .. '. .. ::_.:;[~~rfT{~~~~~:;r~;;~-~~iV?~t¡t/tX~?~--<.·~--L" -. 
donde éstári< involucrados aLrrierios,i;<8,HOéiil[45]:,Hasta ahora el hallazgo de los genes 

.. -· .... ·:· -:: ·_:··: ..... :~::-_· . ;·:',."": '.-. :~ ...... '.: ,.·'. -. ''. "' ::.~-:· ;'.>\.~ ·~~ .. ,~~'.:··:: .. ~---~f~-~~,~;\*it·)~::i~~~tt~~;~;~:~,~-~(~:> . ' 
responsábles de esa,susc:eptibilidad :ha1'sidO:(clificiI, en primer lugar existe la necesidad de 

unifor?1arlos brite;~o·s'.p~á,tP;~~~~{~f i:J,J~~i1~~}jf fueron revisados por el American College 

of RheiimatoÍ~~;;<¡Í{ACR)\;l46]> Es importante recordar que la frecuencia de las 
. . .'·:_ ;~:,;;.">: -~-:·~'.~I"~\~~~:~?:!I:·~~~J::~;;~i~~;i~~,~~:_~q;.~.-~~-~;\t(, >? 

' manifestadoáes'clínicas·,Cle LEG varia en cada grupo étnico [47]. Con lo anterior se puede 
_· ._ -~ .'. . . . ·:.·:~ .-:-:·:;~'t'.~~- L;>~:\~·.:~t~::~·~í:'.X~~-·(::::~:~\::._'.':~~~~~'/ '. 

. 'especular qüe :etlupiís''es un grupo de síndromes relacionados entre sí que se expresan de 
;: ... -,-" . ·,·: -<>:>,~,;~~'.:~~~:;;{i1;;~~:J.~~$'~~:: .~?:: ·~ -'_ ' 

manera,dis!i,llf~:,~'l'.:cliferentes razas/étnias/países cada uno de ellos con un fondo genético 
,: .. _"- ·. :· ~{\··~jE~?t+x~-/~~:~~~_:;-:!~t --~- : 
caractédstiééi; .No obstante el uso de los criterios de la ARA se ha podido demostrar el 
.' .. ·' .... ,_·_.. '-".\'.:.-.:-~'.¡:\>- :~;._·- ., '"'· 

efi.~ct9 ~~7~;ét~icidad en las asociaciones genéticas con el LEG. Dichos estudios han 

cletn~~tf¡~J~}iiferencias en la genética de LEG entre Ingleses y Franco-Canadienses de 
:·,\"~o:<;:_;~:-~; 

Ott~\ta [~sfy~ntre Ingleses/irlandeses e Irlandeses de Boston [49] 
,._ J~:~.;{ 

En ;~s~?,~:;'~~~~dios de asociación se ha puesto particular interés en los genes del complejo 

.· · .•. p~in~ipal<~~: histocompatibilidad (MHC). Esas asociaciones pueden ser resultado del 

desequiÚbri~ genético entre algunos de los genes del MHC y los genes de susceptibilidad. 

Se han propuesto varias hipótesis con respecto a la fisiopatología del lupus y los genes del 
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MHC: 1) dada la relevancia de. los genes .del.MHC .en la inmunoregulación, las proteínas 

producto de los genes del MHC podrían .influi(Jo~'p~ocesos de selección negativa o 

:::~~: :::~. ::P:~~::J¡,";i~i~J~~!l~~i,::e:~==~:,~:·,.::~ul: 
T. Es interesante que los individÜo~rJ:i'?;$Rí~y?g~gBit3;positivos tienden a generar un 

_'._,; .. ·: :-~~1¿.t:~~i~t~;t -. }~ft~i~"f;~f ~.~~~:~~)~\~t~~j:::~~l~,~)i ~- ~~~:, ::-.~· 
patrón de respuesta inmune qu,e;~i 1c::re;~,J~s;p,r~s~~t~s;en)ndividuos con otros alelos DR, 

;: - ·n.:: :-.-.J:t~.;\-~_.t~fil:fi;:~i~);r~::;~-~~s;:~H)k~::w;~;~:::_~t~_~(:\'.::·~~.<· · ;'"·:~ ·.j ... 

desde el punto de vistá. cualitátiyo''y'.c'i:iantitativo.' En la población caucásica el haplotipo 
·.~~-:-. >:.~Er;te.'.:~~~~~Ji~~:i;J.~:fí~~Ii;H;~~::~~t~~'.~!~2S\~;€f if~{~'~::·~::_, :~)·;·:. . : ; 

extendido Al:-B8~Scóf'Ir::)l~j::.oQw2'.i{¿está'i)presénte en un número importante de los 
_i ·: ... ::_~ ~~~~:~: ~:'.:~;~~~~1?;~~~tl~if~}~1;~~i~ ~~1~~-~-:~~f.~{/~.~~$~;;/~f tr:);~;--_~: _:::_: .-:: · -. · 

pacientes cori LEG;'esfa'asocfacióri es.más fuérte con relación al análisis de cada uno de los 
-·::~ <·:-}:?r~t~~~;)~::.~{f B~~:~f~::~·?~tf~~:-·~t~:t;-t~~~~r~;~~P-~r.: ~--:~ -, : · 

alelos. Esta ~fÜertei:asoCiación fc'oñ'fhaplotipos más que con alelos individuales tiene 
. _ -.... _ :~ :. ~ .·,·_ .. ,-;:r<t~~: ·'.:~:f~f-~:ft~:f ::~ ;i~i~~1h:~'.--~;_::;):·~·~;~~;?t_~:~2':-'.j~:~tt~~::\:~:\_:: .. , · 

implicaci6rig;/iri~;6it~iit~~f:'i)¡elrfu~~ed.de esta región podría revelar la ausencia de locus 
-· _- :·· ·~:-F~:_·_::·~-~-;!~/~}\\¿~~;~\{:·qlf~~:;~J#~~:tMi~~,:-t~J/)~~~~:\ ~-~'.;·~:/;:: ---_ ~: · __ :: 

con riesgo relativo'.élevado para'LEG; 2) bien podría considerarse un nuevo papel biológico 
-~·::_·:· ~ ·,; ~:!r! __ ¡_ .. ;ii\·:~&~-J>:·:.·:~~rY:;;;·:i.t'.'.~t:-<T\~:-~ .. :~ :::·: :·: ;· ·: 

de un l;ap1Ótip~'e~t~ri<lia~'6c;'ri r~lación a cada uno de los loci que lo componen; 3) también 
--~ · .. _ n)~:--:f!:~~ i.\'..:~{f.~~~-~Mi~;~}~itV~~Yr~~< /~:(>>~- -_ --; .- . 

se puede considerarelféfecto biológico de varios componentes de dicho haplotipo del MHC 
: ; -:· . :.::, _:;' ; ~~ ':~i }>, ;·:" - - - • -

inclu;é~d~:''if'~I.'.i'tx?c"1~ respuesta inmunológica incluyendo a las clonas Thl y Th2; el 
. "¡,- . .,,,, ;_,._•, .... , 

procesa~i6H~o3~~ antígenos asociado con las proteínas T AP y LMP; complemento e 

inflamación; inflamación mediada por choque térmico y las HSP70; TNF e inflamación; 

21-hidroxilasa y metabolismo de esteroides. 

En una enfermedad tan compleja como el LEG podría considerarse una penetrancia 

incompleta de algunos genes; es posible que algunos genes necesiten un umbral 

determinado para ser efectivos o que algunos genes solamente podrían representar genes de 

susceptibilidad que pudieran generar un efecto deletéreo en presencia de genes adicionales 

[50]. Cuando un gen de susceptibilidad es muy frecuente en una población se hace dificil la 

interpretación de la infltiencia de ese gen en los pacientes [50]. Lo anterior es importante en 

25 



las poblaciones donde los alelos DR2 o DR3 son frecuentes pero su .frecuenci~ es mayor en 

pacientes con LEG. 

Esos :enx¿~pueden representar uno de muchos giu~,os de;ge~esque tengan influencia 

en el des~~ollo de LEG, sin embargo la demostraci6~d~dÍ~h~~fecto es difícil. 
;- .. ;,-,;··.\-'; ,;. 

Para abordar el estudio de los genes asociados cÓn,LEG,{~e han estudiado características .. · 
.-.:, .-·L· '.\~;;:'.< _:{i~(-· ·- · 

inmunológicas de la enfermedad con relacióri)1.:Ios':p·atrones de autoanticuerpos y se ha 
' 'o,'·. ·., • . ,_ .. (-_\ .-

logrado demostrar algunas diferencias en la(~~~8iacio~es entre autoanticuepos y genes del 
r._·:..'.:J,~.,-~. 

MHC [51]. E!;;tá di\.'ér~Íd~d pJed~.ser un;i-eflejb'de las diferencias genéticas de los grupos 
~ .. ' r • ... ;, •' . • t •• , 

, . : ·- -·:> --'-:::~,{.t}~(-~~'- ~ i.::_;:·;_~:-:-)/·T~ ;. --~<~.;~/;J~~~~ ~:-~;<(~;:~:::~:->: ·~::;_,_:_>.~-~ ·_.'~ :: , '_. . .• 
etmcos en,l()S que se reahzaron'los_estud1os pero tamb1en pueden ser el resultado del uso de 

-,_·' ~·· ' -, . , . ~·::~: •' !Jf'~ ·;._' .·.- ·'~ ' ~ •. • •• : :···.·· .. ••· ..... ·.·.:.· •• '.'·.·, •• ;·,·.·; __ ._.·.~.·-.·.:: .' 

•• ~ ,_, ~~·,,.. \" ."'~, '~ ,-~>·-7···---:~"-·~-.:,,_ ~-,· 
dtstmtas, metodolog1as,,,lo cualrp.odna· deberse a diferencias en la especificidad de los 

. . -.~ _ ._:~ .. _:.:~~-Y;\It;:~:;=~~;wv~;~1:tt;::;'.~li;f¿:;~-~Y}):~='.~W/'f:~~~~t1~~:::i;~·-r_-~::~x--:_.'. .. ·,:: .. : :: 
· autoantiCuer¡)os';-iDié:has:diferencias en las especificidades obviamente están determinadas 

· ~ .·· .' · :'~~.: :< .. ::5:.:~ ~~:~ :!.;~,:~itf~\~tH:r ~t~~.~.,~~~¡~~J~i ;t~;;~M;~;~;~~{~.11;;~3· .. ;~.1.>'.: . ":· 
por formas\variablesf~é;'coritfol:'genético. A este respecto encontramos que el LEG y el 

lu~u~P~~~fi~rr%~~~J'~~f~~~; c~n el DR3 y con lo• anticue<po• anti-Ro y el DR4 eotó 
aso_c.iado.'c.ori:.el,I~p~.sjri.ouóido por hidralazina [52]. En el lupus murino, la esplenomegalia, 

la ~rifeni~cl~~ i~~~t; aiticuerpbs anti-cromatina y la mortalidad están asociadas con genes 
', .......... :·:--;>,:..:;·.-~~::_; .=!~':/·~~'.-~.;~ .. '-.: ' . 

: ·.· •'.'• · ... •·.· '•"; ·:· ,J,._ ... ,.'c'··'- .' 

•.. específico~ ~;{)Qi>r'il~bnes de Nueva Zelanda [45], mientras que el gen fas está asociado con 
r ... :. }'~.~·~._\ . ..:-- ••. ·t::·x:;.)'f,.:~·· 

.. · linfadenopaÜá.en'Jos ratones MRL/lpr [53]. La cepa (NZB/NZW)FI desarrolla anticuerpos 
,_·'e ~·~,;~; ~ .• ::.·{~ ·~·,,:) . .:. .{_:~:\ •. ' ·.: .,_ . ' . '--'i>- ;:;i 

· anti-DNA·Y''ii'~t~;¡~i<)J~~6 ~b se obs~~i·'{ü' aparición de anticuerpos anti-Sm, mientras que 
\ - .·\:' ......... :::< .. ::··~·:··~·:\:'.~: ... ·',;:' ... ,,.;. ~:· :/.,;;, ··.:~;:.-/ ··:~~\<:.:...: .... :. 
· los ratones MRL'desariolla Iirífadénopatí¡(y anticuerpos anti-Sm [54]. 

. -;.~ . ,. ; . ~-.~ ·.-::,·- ;':.:::·, -~ .. ;.~·.,:·;~~·::/;·· '."':. 

Hasta ahora 'se >tiene .uh~ corlccipto\.incompleto del papel de los factores genéticos 
. -7: .... ::, ·: \': :·:~,'.i;'.}.<'i:.~·::.;::·:·,::::_ -"·.,. 

involucrados eri la' su~c~pt¡'bi'i¡~~#,::,~b· fas enfermedades autoinmunes, por esto con los 

avances en el conocimi~ntcf'd~'[j~{'~;~~plejidad del sistema inmune, muchos investigadores 
_ · ·->~ -_ .~:·.~·:;-~t;.Y·\·'/.:·'!~\/ .. ':. 

han comenzado a estudiar 'a'ótros factores tales como las citocinas, moléculas de adhesión, 
, ' .'.'{' ·': '···, ' 
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inductores de apoptosis, hormonas, reguladores de~ Ja,t~leranci~ celular, la selección 

positiva y negativa, mecanismos reparadores de dafio'iimtuhotÓgico (55). 
o- .- - •.; .. ·, <-···''- ·:· ''1 • .. 

' .i:·;:- -\·r~ 

Con esa perspectiva se han encontrado gen6s cfil~:,¡recitiii(J~:producción de citocinas, 
--. ··.<:~,~· !·!'..< ,_.". 

apoptosis y Ja señalización celular relacionados··có'ífla'.' flsi·Ó~atogenia de LEG. 

()ka_ he"3ffic~º~';'~~;~l'('f:f'}0~/~i;;glj~f Pt~l.ad " el análi•i• de ligomiento 
de inaréadorés~'ae'/.micrósatélites:'[55);'(Tán!oien;.cepas de ratones como en estudios en 

. - -~:;~. ~- $~- ;-_,::~5K~\~}~~~~:~;t{~~~~~~ -:~:--;~~~<~~)~-~~ i_ ·::.:'.;i'.~ };~¡}.r~~:~~:,;: ~-~1;;~F'.-~f f:~;;~;q~~JJ{:-~:,;: ~:~' .. ·::' -.. -~---· ·- _ 
famili'as' é:ón'más;;·d ·r '~caso;ae:.;LEG;·:,un·ais:vei;que se detecta el ligamiento de los 
.. -... -_;e}/ ~~:~:~i(~f ~t -:.\~~;~1~1~;~1~;:~: ·;~~~:;;~-~~¡f~;r~Jt~~~;Jf ~~k~}il~;~~:J.~~~~~~~~~1tr~~1{:;_·:~_-:· \'.: :.: .. ~ · -.. ·__ , 
m1crosatehtes ;en alguna reg1on~cromosom1ca:con;la enfermedad o con algun aspecto de la 
· .. :·. · --. : \;_· ;<·: -~~ .. :~"r;'.~·:::.;~;'.2~'.}~~;~5~::f;~~tg~~{;r~~;f ~~;:~~~·z~~,fs;i;~r~:~,;~*~~~t~~1~f u~f··'.~tkfo\~/~:'.·· :::~~ ·:·~; :~ · · . , 
m1sma,··.es~pos1blefcoinenzar}un~anahs1s;de~mapeo en esa reg1on para detectar los genes 

-. :; -_ ~~: ·, ·;·:; .'-· .f ·: 1:1::i'.:~}~·tP:~~.~;1~,~.~~:\~~tf ;·~!I~~; t;.:;i.,r~~;,\~f ~¡~t1-:~;N;j~{:;t:{.;1.~-~ ·~-~.~::{~ ~!·-.'.·:·~ ~-::· . , -·~' 
putativos tjüe püdierán:serirefovantes>Esta metodología ha permitido Ja identificación de 
; .. ·~ ::.. ~. ~ :·:.-.., .-}:~Y;:~·~;;1k:~~ .:.;:~I~J}'.f~t~;~y(~~f~/;f{h;.f~:~I:i~~t~·::NJ 1::·-.:1:~{.::«;~ .:,: ,.· . 
genes c'andid~tos cercanos 'aJC>sn1icrosátélites que están asociados con distintos aspectos de 

·· .í~ hP~.~;1~{¡~f ~~;i~f ¡í~1(~~~;c:la< en lo• modelo• de lupu• murino, esto• mo<cado<e• 
sugie~enl(existentÍá .. Cíe~n1lí~tiples regiones de susceptibilidad como el MHC, TNF, MBFR 
· · - . «;:~~ :~:·.:.:.~:¡:~:~·~::;~~~:?iiJWt:~:{tt}\~;-~.'.t: ·:·::: · · · 
(factor de madtiración,de'respuésta de células B), proteín-cinasa de linfocitos, IFN-alfa y 

·. .· . . -· -.. -' 1 . «:_':.·,~ '" '-:: . ' ·,{\'-;,. ~--r;;i<·: ~t ".~. . ' 

··. beta, red~pt~~ ct6.TÑF~';íLs:y su receptor, TFG, bel, CD28, proteína 4 asociada a linfocitos 
.'. . . . '.~. -. -~" . ~y·'' .. ,:;, '". 

TcitotóxicC>s, ri:.:~¡Ó,factor H del complemento, selectinas, ligando de fas, IL4, p53 [55). 
' 1 • :_:; 

Muchos otros genes entre ellos Jos del TNF, HSP70, receptor de células T, IL-10, T AP y 

prolactina se hán esttidiado con relación al LEG [56, 57, 58, 59). Sin embargo, el papel de 

dichos ~enes eri ~~:flsi()p~togenia de LEG no está claro. Se han propuesto varias hipótesis, 
' !~· ~·~·:; '.( .. ' ::·'.j:'. '~-'.~:' ·-'~:· 

actualmente '. ~n~ de 'l~s t ínás acepf~das es Ja del desequilibrio genético de genes de 
•. ... :,: ·-:.'.-. .¡"-.!".'_·:. '.·:·:·.-_·-;;- ... .-': 

susc~ptibilida~>Lis d~g6i~~iones genéticas con LEG varían de acuerdo al grupo étnico, lo 

cual sugiere que 1~ etnicidad es un factor importante en Ja predisposición a LEG. 

27 



La población mestiza mexicana se ha. définido como aquellos individuos descendientes de 
• • ,. : f • 

una mezcla de habitantes autóctonos.:con individuos procedentes de otros grupos étnicos, 
,· 

principalmente los españoles y los negros. En estudios realizados anteriormente donde se 

utilizaron marcadores genéticos de .varios cromosomas se reportó que la población mestiza 

mexicana esta conformada por uriá proporción de 56 % de genes de origen Indígena, 40 % 

de genes caucasoides y un 4%·~c;: genes negr()s [60, 61, 62]. 

Recientement~ ~~h:~ri ~~sc1rÍt6·:~~iios p0Úmorfisn1o~ enla•.región promotora del TNF~a.. El 

P~~~~:;~:,l~bli~~~~i~}~~gl. en la P~•i~ió~:·f 2if:\~J~;%;1;;t~•\JJ'~t~~;!:~~i~ de 
· transcripC:ióri;/eñ'~~i :;gú'á'i %-:P're'~en~ia de aderÍina CA) cietióe ~i~ieio~TNFA:tm;únientras que 

•··:o:.?~lt~f l~I!~:::::,~: =~:::,:::~:::~l~~~~::::::~c~:':; 
G clefi~e ~la'l~loTNFl ~308 y la presencia de A determina el alelo TNF2 -308 [63, 64]. 

Se ha demostrado que esas diferentes formas alélicas tienen implicaciones funcionales. 

Así, el alelo TNF2"3º8 se ha asociado con una tasa de transcripción dos veces mayor que la 
, ;", -: 

del alelo TNFI73~~· · e~ modelos experimentales con "genes reporteros". También se ha 
, · .. -·,:; '.· :··. ~-· ._-, ' 

observad~ qJ~':l~%1~~orfismo -308 G/A está asociado con alteraciones en la expresión del 

· gen de. 'J'~j~t~~~f,~Ü~.~gl_otipo extendido HLA-A 1, 88, DR3 en individuos caucásicos 

:·<;-,-.'."~,1.-.~:::~··,~' ;~, {;':.·: . 
. [65]. :·:· :t~:~:::~< ;· ,' -~·.' 

-· ' . , ; -, :~·.··'. - ·:·~·,·.:·.: :.: ~ '. ,, 
-- . . ~--·; ._,. ·, ;:·:·~:~~--.:~~~-¡-}. ~~ .. :,·;~·;,. ,_;,..:,' . . '. 

•Diversos polimo~fi~~~~·~en la región promotora del gen TNF-a. se han asociado con la 
_; :. ·--: -.~--. '~~:~::: ;·;·: '. ~·:. ·. 

patogénesis éle i.EG, árfritis reumatoide, espondilitis anquilosante en varias poblaciones 

· co~o la negra o la ~:ucá:ica. En la población caucásica el TNF2 -308 se ha asociado con 

susceptibilidad a LEG [66, 67]. Por otro lado en la población Afro-Americana se ha 

sugerido que el TNF2 contribuye de manera independiente a la susceptibilidad determinada 
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por los alelos HLA~D~ y a~e1ii'~s rio s~ ob~ervan p~trones de cÜstrlb~~ión específicos entre 

genotipos __ HL.AYef.TNFt'.[56]; Eri_Í()~ cau~ásicos el TN'f:2 f!sfá:é~ desequilibrio genético 

oon ~\l!~¡~~IJí~if ;'~~~;.¡~jfü[ •;: ;:;, 1•.";,·;; : .• :: J:,.::t: '~ •.•.... ; · · 
El. gen -·-de 'la;profeínaf/dé;'{cnóque'ténnii:o'(HSP7()72) codifica ima proteína altamente 

inducib~~·{'iª!~~~~;~7~~~f:'};W?~~~:r~diJn"i~~a~b1¡J~_-:'v·:j~~~o~i. de··proteínas a nivel 

intrad~fuÍ~i~t~B]~J~L~~";g~nes estfli~ilJfil1es•e~tán cÓnte~idos eri ei MHC entre el gen de C2 y 
·<·:~:~F-, ";"i\,''.~\~~~::.Z.~(·'--;. 

los·geriesdeÍ'.TNF[71]. En varios estudios se ha propuesto la importancia de estos genes en 
.·' <~ .. - -:-"'."' 

·la 'slls~eptlbÚidacÍ al desarrollo de enfermedades autoinmunes. En los estudios de los genes 

HS;7() e~ pacientes con LEG, algunos estudios sugieren que el alelo HSP70-2B tiene un 
"-·:.--.·, ·.·· . 

... -,. -·, 

· efec.tq totalmente independiente en la susceptibilidad a LEG en individuos de origen Afro

Americano [72]. Sin embargo en otros estudios básicamente la asociación se debió al 

desequilibrio genético entre los genes de HSP70-2 y el HLA-DR3 o la deleción C4AQO 

[73]. 

29 



Tabla 2.- Asociaciones de MHC con LEG. 

País i Gr11po Et11ico Asociació11 
1, .. 

Austria Caucásico DR3 

Australia Caucásico Haplotipo B8-DR3; B8/B27; B 15/B35 

Caucásico DR3 

Caucásico C4AQO 

Brasil Caucásico DR2 

Bulgaria Caucásico Al l, B7, B35, DR2, DR3 

Canadá Caucásico B8,DR3 

Caucásico DR2 

Caucásico DQ6 

Caucásico B8, DR3, C4AQO 

Negro DR2 

China Oriental DR2,C4AQO 

Oriental A33, B57, DR3 

Checoslovaquia B8 

Dinamarca DR3, DRw6 RFLP 

TNF RFLP (ligado a B8) 

Inglaterra Caucásico C4AQO 

C4AQO,C4BO 

Haplotipo B8-DR3-C4B 1-BfS-C2C-C4AQO 

DR2, C4AQO 

DPBl *0301y1401 
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Tabla 2.- .. jCont. 
1 

País 1 Grupo Et11ico ¡ Asociació11 I· 

1 

DR3, DQAl *0501, C4AQO 

B8, DR3, TNF2 

Finlandia 1 Caucásico B8, DR3, C4AQO, C4BO 

Francia Caucásico DR3, C4BO, Cw4, C4AQO 

Alemania Caucásico Al, B8,, Bl3, DR2, DR3, C4AQO 

Haplotipo: B7-C4A3-C4Bl-DR2 

B8, C4AQO, C4Bl, DR3 

Haplotipo: Al, Cw7-B8~TNFB1-SC01-DR3-

1
DQw2 

DPB*Ol 01 (parte del haplotipo D8-DR3) 

DRB 1*03-QAP4.1-DQA1*0501-DQB1 *0201 

DRBl *02-QAPl.2-DQAl *0102-DQBl *0602 

Grecia DR2 

India DR4 

Italia Caucásico DR3, DQw2, DPBl *0301 y *1401 

Japón Oriental DRBI *1501, B5*0101, DQBl *0602 

B39, DRBI *1501, DRB5*0101, DQBl *0602 

! Haplotipo: DRBl *1501-DRB5*0101-

1 

• DQAI *0102-DQBl *0602 

Corea 
1 

! Haplotipo: DRBI*l501-DRB5*0101 

1 : Deleciones de C4A, DR9 
1 
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Tabla 2.- Con t. 
1 

País 1 Gpo. Et11ico i Asociació11 

Kuwait IA3,DR2 

México Mestizo C4AQO,DR3 

Rusia Al 1, B7, B35, DR2, DR3, 

Escandinavia Caucásico DRBI *03, DRB3*0101, DQAI *0501, DQBI *0201 

Singapur Oriental DR2 

Eslovaquia DR3 

Sud-África Color DR2 

España Caucásico BIS, DR3, DQ2 

. BS, DR3, DRw52, DQ2 

lc4AO,C4BO 
1 

Suecia jC4AO, C4BO 

Suiza IDR3 

Estados Unidos Negro ¡C4AO 
1 

Alabama Caucásico DR3, DQw2, C4AO 
1 

Baltimore 1 Caucásico DR2 
i 

DR2, DRw52, DQl 

DR2, DR3, C4AO 

Negro lc4AO 

Boston Caucásico Deficiencia de C2 

Haplotipo: B8-DR3-SC01 
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Tabla 2.-. J Cont .. 

País J Gpo. Et11ico 1 Asociació11 

Chicago Negro DR2,DR3 

Cincinati Caucásico B8, DR3, SCOl, GL02 

Haplotipo: Al-B8-SC01-DR3~DQw2 

Georgia Caucásico B8, DR3, C4AO 

N Orleans Negro DR7 

San Luis M. Caucásico . C4AO, B8, DR3 

San Feo. DR2,DQwl 

Caucásico DR2,DQBI 

Texas Negro C4AO, B44, DR2, DR3 

DR2, DQBI *0602 

Caucásico DR3 

Mex-Amer C4AO, DRBI*0301 

Washington Negro DR3 
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Tabla 3.- Asociaciones de los genes del MHC con autoanticuerpos. 

A11toa11tic11erpo Grupo Et11ico Ge11MHC 

DNA Japón DR2 

Estados Unidos DQBI *0201, *0602, *0302 

Baltimore-Negra DR2 

Baltimore-Blanca DR2 

Boston-Blanca DR7 

Minnesota-Blanca DR3 

Texas DR3, DQw2.l, (DQBI *0201, *0602) 

Sm Japón B61 

Estados Unidos DQw6 

Boston-Blanca DR7 

Texas-Negra DR2, DQw6 (DQAI *0102, DQB 1 *0602) 

RNP Inglaterra DQB 

Japón DQ3 

España ¡ Efecto protector de DR6 

Estados Unidos lnQw5,DQw8 

Alabama DQw8 

Alabama-Negra Efecto protector de DRw52b 

Baltimore DR4 

1 Missouri DR4,DR2 
1 1 
í 1 
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Tabla 3.- Continuación. 

A11toa11tic11erpo i Gr11po Et11ico 

Texas-Blanca 

Texas-Mex-Am 

Sm/RNP Italia 

GetrMHC 

DQw8/DQB 1 *0302 

DQB1*0302 

DQw2,DR4 

DPB*0301, *1401 

España DR3 

Ro 

Estados Unidos DR4 

Canadá 

China 

Inglaterra 

Alemania 

1 España 

Estados Unidos 

Alabama-Negra 

Baltimore 

Baltimore-Blanca 

1 

N Orleans-Negra 

Oklahoma 
1 

1 Texas-Mex-Am 

DRw3 

DR2 

D2/DR3 (DQAl *0102/DQBl *0201) 

B8 

Haplotipo: B8-C4AO-DR3-DQ2 

DR2 

DQ2/DQ6 

Deficiencia de C2 

DR3,DQw2.3 

DR2 

DR3 

DR7 

DQBl *0201 y DQAl *0101 

DRB1*0301, C4AO 

_:;·_.-
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Tabla 3.- Continuación. 

A11tom1tic11erpo Grupo Et11ico 1Ge11MHC 

Anti-La Alemania !DR3 
1 
1 

Japón DRwl2,DR8 

Estados Unidos 

Alabama-Negra . DR3, DQw2.3 
1 

Anti-Ro/La Inglaterra DR3, DQAl *0501, C4AO 

DR3, DQAl *0501 

Alemania Haplotipo: B8, C4AO, DR3, DQ2 

DR3 

Italia DR3,DQw2 

España B8, DR3 

Estados Unidos DQA1*0501, *0101; DQB1*0201, 
: 
; *0602 
1. 

Anti-fosfolípido 1 Estados Unidos DQw7, Dqw8, Dqw9 

Canadá DR7 

España DQ6 

Anti-Cardio- • Inglaterra DR4 
1 

Lipina 

Alemania DR4, DR7, DRw53 

Italia DR7 

DPB1*0301, *1401 

España Efecto protector de DRw52 
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Tabla 3.- Continuación. 

A11toa11tic11erpo Grupo Et11ico iGe11MHC 
l 

Anti-Cardio- Estados Unidos DQ7 

Lipina 

: N Orleans-Negra Alelos nulos de C4 

1 México-Mestizo DR7 
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Planteamiento del problema y justificación. 

El lupus eritematoso generalizado es una enfermedad crónica autoinmune, caracterizada 

por la producción de niveles elevados de autoanticuerpos en contra de una gran variedad de 

estructuras celulares. La etiología del LEG no se conoce:ÜÓ~'eo~ claridad aunque se han 
' ' . - . '· -·.~;:·:·' <-»·."'.,' , . ., 

. descrito factore~ geriéticosfeleva~tes,en est~'~i()~~¿¿:;,f¿~ :~ciá'g~ del MHC son importantes 

~.l~,?tW~~ltiíi~~~j!~il·lii~~~!~i~11;g,,~¡ genes voria de acue<do al 
grupo étri.iCo;·estiidiíído~'1ai::tüíilmeiite·'alguri . u 1osfdescriben asociaciones entre algunos 

.. : _·: · .'.::.~'.. \· :_ ,;_;~ _: ~~~~;f ~Ú-~{;::~f Y~'.~~~J~~~~-f };~ff~~)~~tt~~-:~~~~}~;VJ~:~9~:~~~~~{:t~~~~;~:~~~~~S!~:~·:;;~J~F;_~;;~_f?~~-~~R~I\~~51'.~-~- :: 
alelos'de'HüA'ide Clasé':II:como:elHLAlDR3i<y'.éI:HLA~DR2 con el lupus en poblaciones 

,_ .: ·::.~:·-,:·:_::~:;:;;e._~·;;/~·;·~-.:··~,~::;;,;~;:~~(;\~~~~\S~~i\i~ -:~%~;j:},if ~J\~:t~:.'t}~f f {t:.~t$;~~:~~~~~t-~'.;f;l~/t::-~1:.::;:, ::·>~.~-~-. 
caucásicas:: y,"(/cfrierifal .. •reSpeé:tiy'amenfo)':i Si_n ':i embargo es importante recordar que la 

· ' ·~ ~-·;?~~~·.;~i·.:- _:~_·_:\rt:-~.; ,~i:~i<~::,3~~~::,~~~1t~~~;t~-~~; ~tt::::.::.~~~j~fr-:~:T-~f:\:.~~;· __ :-?; ;':~"r·::·:t~;·_ .. '. : ¡~A>- -'..~~ -~ .... . 
genetica poblac.1onal\d7J()8 grupos étmcos caucásicos, orientales y el mestizo mexicano, 

n{uesiJ~nf~¡~tej~~¡~~:,:h:t:~cii~{es.En algunos estudios previos se ha demostrado que la 

est~hc{J~~i~~~~Ú¿~~·;d~ la población mexicana está conformada de aproximadamente un 56 

. o/cide)i~ri~§~ptó~tonos (Indígenas), 40 % de genes caucásicos y de un 4 a 12 % de genes de 
•. , __ .'._ ~- " 

'{:,r¡g~n'.n~gro~~e. Debido a esto consideramos necesario desarrollar estudios de la genética 

de' l<::ís )J~áí~~tes con LEG en la población mexicana mestiza. Además es importante 
' . __ i .• '-:·" , ... _ 

·- .,.···:;~: ---.··p;"_'.-,---·-

resaltar.que el LEG.es una enfermedad que se presenta con mayor frecuencia en población 
. .;: \ ·; ... -. ~,3_~'"\- : ... '" . 

~6~ic~ri~}.¿~fí'}~sp~~toa la población caucásica y además se observa en condiciones 
''. - - ,__- ~_ .. ,·:~'.S\~·:r..:_,_:.~};~/:->:;;:{''./ .:. 

clínica~ ci¿:;~'JY~r'J~~y~clad: Se sabe poco acerca de la relevancia de los polimorfismos de 
• ~ 1- :-~e:.: . ; '.': ':· ~ . 

·tos genes'cla~~ ¡[?~-~tJ\hrc;eff los pacientes con LEG y existe muchas discrepancias a este 

re•~ooio ~~~~.'i~r~~~Pº' étnioo• 'º hon de"rito poHmocfi•mo• de lo• gene• de la• 
pro~~í~ri~~.~:~~~&~;.!~~J~~;~ ~e los genes de TNF asociados con la susceptibilidad a LEG. 

Por todo:IC) 'ithtd~Í~~i~~ ~ste trabajo se pretende hacer un análisis de los polimorfismos de 
' .. ::· - ." ' , .. ,_ ,·;·'" _,, ',: t;~ 

:·_ -;_;_·_~;- ;¿i~·:·_~ 

genes HLA yde l~s p~limorfismos de otros genes como TNF-a y HSP70-2 localizados en 
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. ' . . 

la región clase.II del MHC en pacientes con LEG para definir.la importaricia d~ estos en la 
. . . : ' ·-. ·'·' . . . . . 

susceptibilidad a LEG y tratar de establecér los patróneS de desequilibri6genético de estos 
. . 

genes en los pacientes mexicanos con LEG. 
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Problema. 

¿Existe asociación de Jos polimorfismos del promotor de TNF-cx. y alelos de HSP70-2 

(región de clase ·m.deLcC>mplejo.prÍ~~Íp~l :de histocompatibilidad) con el desarrollo de 
. ·. . .·,·. .:'' - . ' '• . 

LEG en la población mestiza·;iri~xÍ~~~~·y. si existe cual es el patrón de desequilibrio 

genético de estos genes con lo~·álelos aiFILA? 

Hipótesis. 

Existe asociación de los polimorfismos del promotor de TNF-cx. y los alelos de HSP70-2 

con la susceptibilidad al LEG en I~ población mexicana. De la misma manera, saber si los 
-.·, ___ ., -··:_; 

patrones de desequÜ}J>rJc> ~bn~ti,co entre los. alelos de TNF~cx. y HSP70-2 con los genes 
.:.z:-r :· .. ~-: "·.-:.;+1- .- -"· .. ,_~_. ;_"~ 

HLA son caracterlst'i6os ele lo~ paciente~ con LEG y sáber si difiere de los observados en la 
0 ·-.' --·,'·-':·---

población gerier~l. , 
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Objetivo General. 

Detem1inar si hay asociación-de Jos alelos de Jos genes de clase 111 del MHC (TNF-a. y 

HSP70-2) con el LEO, en la población mestiza mexicana. Analizar Jos patrones de 

deséquilib,rio genétl~o ~htre alelos HLA y los polimorfismos en el promotor de TNF-a. y en 

los genes estructl1r&les de HSP70-2. 

Objetivos específicos. 

1. Detem1inar si los alelos de Jos genes del TNF y de las proteínas de choque térmico 
.,,, 

están asociados con Ja suscepti~il~~ad'.a LEG en la población mestiza mexicana y si 
>.·>t>·-. 

esta asociación es indepencÍieÍ_lté.de'Jos alelos HLA. 

2. Determinar él· pÜtrcsl1'.J~J~~~tj~~illhrió:genético entre los alelos de TNF y HSP70-2 
. .°" ., . ;~..-·:~·.>-,~ .. '.~~··;_':.~~:~·:f·~:~~-.:~~~:-~-~/?~:~;:~::±'.·~:;:;·,_-·:x~:~<::-.-< -- · · · · : 

con los genes HLAc·en pacielltés mexiéanos con LEG . 
. - ' .1_:- ~ • ' 

·::; 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño del estudio: Descriptivo, Transversal de Casos y Controles. 

Población de estudio: 

Pacientes. Se estudiaron 81 pacientes mestizos mexicanos con diagnóstico de lupus 

eritematoso generalizado (LEG) basado .en los criterios para LEG (al menos 4) del Colegio 

Americano de Reumatología (ACR). El diagnóstico se llevó a acabo por reumatólogos 

certificad9s por la Sociedad Mexicana de Reumatología, adscritos al Departamento de 
,.-.--'·.: .... _ 

lnmunologíáyReumatología del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de Ja Nutrición 

Salv~d~; Zubirán. 

Controles. 

Mestizos. Se estudiaron 99 individuos mestizos mexicanos. Todos Jos individuos se 

analizaron desde I.os puntos de vista clínico, serológico, psicológico, nutricional para 
., '-:;<. 

establece.r lá historia de padecimientos autoinml.uies 6 infecciosos. Mediante cuestionario 
;,:·_>: -.. -

directo se óptuvieron datos para establecer historia familiar de enfermedades autoinmunes 

de tejido', ~Ónj~ntivo. Desde el punto de vista etnológico se consideraron mestizos 

mexica~c;s'aquellos con dos o más generaciones nacidas en México. Este grupo se comparó 
. ;- :.~ ·::-- ~~-' ~ " 

genéÚc~rn~rit~ con los individuos representativos de México estudiados anteriom1ente, en 
~,. J,. '; < '" '. . • . --

Jos cual~~'~:~.~~:ob,~enldo l:in patrón de mestizaje de 56 % de genes Indígenas, 40 % de 

::;:j!¿º~ll~if l~it:::::·:::¡:¡:~~::no• no relacionado' perten~iente• 
al grupo /etntc() '.Mazateco, ubicados en Huautla de J1menez y San Mateo Yoloxochitl. 

. ' ~' : .. -·.· . ~ ' 
-;. ::··.:·~. -

Ambas Jocalidad~s ubicadas en la sierra norte del estado de Oaxaca. Los Mazatecos están 
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'.'' .'. .· ' 

lingüísticame11te ·'. cl~sific'~doi. 'déntro . del· grupo·.·· Olm~ca-Otomangue, en el sub grupo 

Mixteco. y en la familia 'Popo loca. Lo Mazatecos provienen de grupos culturales de la 

parte central y probablemente están relacionados con la cultura Olmeca según algunos 

hallazgos arqueológicos recientes [74]. 

Criterios de selección de la muestra. 

Criterios de inclusión de casos. 

1.- Masculino o femenino. 

2.-Tener más de 16 años al momento del diagnóstico de LEG. 

3.- Diagnóstico deLEG establecido en el INCMNSZ. ,_.,,, 

':-~: ~:': :':-': ,;::.: ·: 

4.-' Méstizbs mexicanos con dos o más generaciones nacidas en México. 

5.~Fim~ade consentimiento informado. 

Criterios de exclusión de casos. 

l.- Tener 16 años o menos al momento del diagnóstico de LEG. 

2.- Diagnóstico de LEG no establecido en el INCMNSZ. 

3.- Antecedentes heredo-familiares extranjeros en las dos previas generaciones. 

Criterios de incIÜsiÓn decontroles. 

1.- MascÜ!inó~' ieriienino. 

2.- Sin. dai~~,d~ ~nfermedades autoinmunes o infecciosas confirmados por laboratorio y 
-, ... " ~... . . 

clínica. · ·· .. ,'· ·. 

3.- Individuos mestizos mexicanos. 

4.- Firma de consentimiento informado. 
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Criterios de exclusión de controles. 

1.- Datos sugerentes de enfermedad autoinmune o infecciosa. 

2.- Antecedentes heredo-familiares extranjeros en las dos previas generaciones. 

Análisis estadístico. 

Las diferencias entre los grupos se analizaron por medio de tablas de contingencia de 2 x 2 

y la prueba de Chi-cuadrada. Se corysidéraron estadísticamente significativos aquellos 

valores de p menores a 0.05 con la córrección de Yates y la prueba exacta de Fisher en caso 
;·<:>.",:/:,.;, 

' ., ,·: . ~;."' : '. ~;~·: ' 

de que uno de los yalores'.de'algu~a·~.asilla de la tabla de contingencia de 2x2, fuera menor 

a 5. Eot~;'j\f~~~i~i~~~i~f wel progcruna eotadioHoo EPINFO v. 5.0. El val o' de~ 
p se corrigió'pórel'méfo.(I();deti8nferroni, multiplicándolo por el número de comparaciones 

. . . s,, >:,·:;:~~~;~ ~ ;~:~~;~:~;~_ . , .· ; 1~.~~~:~~~/\~~:-~~ '\: :: :·· 
de cada locus.:.ta'(füe . a~dé fa asociación se calculó mediante la razón de momios con un 

... , - '.-- ·;::-;·' "'··· - '-. 

intervalo de confi~mz~~~~k5 %, (ANEXO 2). El desequilibrio de ligamiento (D = valor de 

desequilibrio; D'= valor de desequilibrio normalizado) se calculó por medio del programa 

estadístico ARLEQUÍN v l. l. (75) . 
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Consideraciones éticas. 

Durante la entrevista se explicaron con detenimiento todos los. aspectos del estudio así 

como los riesgos de una toma de muestra sanguf~ead~ 20 mLNo .se .ejerció ninguna 
::.' ,·L-·,; - ··· c{{:f,'": ·~::.· ·· \< _.,.. ~ ""' 

presión sobre ... ~1 . paci~nte ~·~~l;m*f~F<··~:~:'.)~~1;jS;~~~.','.;e~;;;~1/;:~~tr~io'fras la firma y 

autorización; de una carta' de ;cónseriÜmÍ~niof:p()r;ot~o:táC!o; cüando se. detectó un probable 
<!:~ ~ :~ .. ~~·::· /;.:j~•,/:·~-~:;.::: ~,~~~i~~f~~i.f i~~-~~:~~~-~~:;i}:{~~:~Í:~·~1;;i:;~K<_~'r::: ~e.'·~~:;.,( . .:.,.'; ~ :~. . . · 

·~oritfol sepro~~d.ió de;~hi'.l111sma)fürmafque córi·los pacientes. El formato de cartas de 
< ., .'"" ~ ·.-: .. ¡~··::- ... ' ;:··· :-·;·. -?~ '{_, ,·:·:·:.:::::i' .···' ·'""><· :. ~·:~ 

consentiii-íf~~·to p~~~ p~cie~tes6oriLEG ycorltroles se muestran en el ANEXO 3 . 
. , . · .. ,,. . . ·· ... : ' 
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Procedimiento. 

Para conocer la asociación de los genes de clase ID . del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC) con·, la susceptibilidad a LEG .y J°'s 'patrones de desequilibrio 

genético en los pacientes, se'r~:aii~ó~t"l:ést~dio transve~sal dz:c~~6siy controles. 
: .~;·;. -,;·~:?:::·- '· .. ·.:-:-·:~:¡:'·,·, '. 

Todos los individuos iiié:iuidos'i:iri CI estudio firmaron unacarta'&econsentimiento donde se 

infonrió e)": ~~Í~l~l~i~\¡:J;~~Üc~ludiO, .it cJ~~';J~i~i~~~J;''~~~ veno-punción, Se 
tomaron' 20 ;t'i;<l~''~angr~;·¡j~í-ir6~icia :Y·.seanticoaugularon con· EDTA. Posteriormente se 

--:·,,:>;>=-:);"j~.:~·" ·'{f:~>?~~ .. :<:};-~~::; ~_,~·-:/ "\'.'::';~-~ ';~. -.""';'(:~:<, .. ··-~« •• _ .... • :. ·; -

procedió a·1á..extrac6lÓn d~l~DNA genómico por el método de Salting-out, obteniendo una 

cantidad considerable de DNA la cual se congeló a -70 ° C hasta su análisis. 

Tipificación de genes HLA. 

Se realizó la tipificación genérica de HLA-DRB 1 se realizó por el método de reacción en 

cadena de la polimerasa e hibridación con sondas específicas de secuencia (PCR-SSO), 

mediante el equipo de Dynal PCR-SSO (Hoffman La-Roche). La amplificación se realizó 

por el método de la reacción en cadena de la polimerasa con 0.125 U/ul de Taq DNA 

polimerasa (Promega, Madison, WI). 

Se .re~lizó la tipificación de alta resolución por el método de hibridación con sondas 
'-·.·<:_:~ ·. .· -

. espe_cíficas de secuencia (PCR-SSOP). Los oligonucleótidos utilizados para la 

'a~~Íificación fueron DRBAMP-B para la region 3' del exón 2 en todos los casos, y 

DRBAMP~l'..PRBAMP-2, DRBAMP-3, DRBAMP-4, DRBAMP-B5 y DRBAMP-52 para 
- ; :>._'= ,·. :~-~~ .. ~:_.¿;.:,· 

la regiÓh Sj;idel exón 2 para cada grupo específico de amplificación. Los oligonucleótidos 

DQAAJ0:g~A, DQAAMP-B, DQBAMP-A y DQBAMP-B fueron usados para la 
, . .__ . ~ ·, .. -·. 

ámpÍifl~'.l~iÓri del gen DQ. 
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' ' ... ' - - - - ___________ ._.... ............ , .... ,_,._,,.,~ "'. 

Cada membrana donde ·se.depositó la alí~Ú~ta d~ DÑ.Á amplificad6, se· hibrldó con sondas 
, • '< ,.' ,'. • e' .·- .. ... .., .. - •.: .,._, .. •.·.·:. ,. ,·. ' ' - ' . -·. 

especí.ºcasp~~a:\}~s\~tt~i~~t~~~;,1.~16~ciJ¡~~t:~;~~~i:~'~~~~;@¿1~f~;¿"1~',;~~S'.Z,ft.el···ca~o del 
Iocus HLA..:DR,:se•üs.aró11.·.u~·.·tota.l,de_;'l2().:soridas;y.·para'"el~Jócús :l:IL:A'.:~QA'seütil1zaron 

· · 10'fr[~~~~i~il~~~¡~~,;.~¡,~1~lr~~~l;\f ~l~~j;f i;~~~?~ri~,¡.~Hdo• 
· ... y de las sond.as :utilizadas fue torríada:de las.especificidades p'ára'DRB 1, DRB3, DRB4, 

DRB5, DQAl y DQBl publicadas en el 120. Taller Intema~ioÜaJ de Ifistocompatibilidad, 

realizado en Ja ciudad de Paris, Francia en el mes de Octubre de 1999. 

Detección del polimorfismo del gen de HSP70-2. 

Se caracterizó el polimorfismo en Ja posición 1267 del gen de Ja proteína de choque 

térmico (HSP70-2) mediante amplificación y corte con la endonucleasa Psi l. Para Ja 

amplificación de la región que contiene al sitio 1267 de este gen se utilizaron Jos siguientes 

oligmmcleótidos; sentido (nucleotidos 1083-1102 dentro de Ja región codificante) 5'-

cA'fcoAcrrcTACACGTCCA-3'. y .antisentido (nucleotidos 2180-2199 dentro de la 
- '. ~ ··'~':' ">'\. · .. ~.. •:, ',:;, ,· 

reglon'~, .·~·.,~~l'~~;f~{t~~c[~~,{~ª·~Jp~r~.· .evitar la homología con HSP70-l) 5'-

. CAAAGTCC;;dÁdt6tdÁl~~~··. Ef DNA genómico fue amplificado en una reacción 
~·: ~'··--~~~-:.:,,.}.,'_J._.·;· ·.,.',- : .. ~e:;·· . .¡¡":, 

de 25 ur_:~e!~~l:~:,:~~º~'~~l~:;~~if;~c\~·Íu~f;.¿~~;~;'.,,~ue realizada en 35 ciclos con una 

desnaturalizacion:de:94•· .. ~C}durarite;;¡:::üíiñ.{i;alineámiento a 56 ºC durante 1 min., y 
. . .. :•: .· .• · .. ·, .';.;· ,,:':·f~i'/¡"', ·.t:}//:'': .,:~:;'Ji'~:~·~'.~!~S~7'~{:/?i~.': ;,. i · .. · , , .... · 
extensión· á .)2 \~C:.~urant,~ ,'2 '•mi11: ',~~s'~pro.~ú'<?.t()S :~de\ la. PCR fueron cortados por Ja 

; .. : .' . -.'-; '-:- ,., : :·. :·.:.):'}_'. ;::~::- ·-~~{,~:·~-~ '.~::~ ~- ~-." :;~('. ~~ ~-;.~J·'. :·~ ,'. :. ::~;;!::»~'.;;_;:{:~~.:-_~.;.~,~-;~ ,' ---.~::'_;:_-;;_' ~ 
endonucle~sade'.restricción:éf'St I\{~}1arnm~1a; ;uppsala, Sweden) y posteriormente Jos 

fragmentos o ~atrÓ~ ~~ ~~st~~'ci¿~ ~f~~i~~;izad~ ~nuna electroforesis en gel de agarosa al 2 

% teñido éonbromu~o de etldio'~I Z%: 
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Detección del polimorfismo del promotor de TNF-a. 

La genotipificación del polimorfismo de la región promotora del TNF-a. se realizó 

mediante la metodología de reacción en cadena de la polimerasa y corte con las 

endonucleasas de restricdón Neo I para la posición -308 y EeoR I para la posición -238. 

Para lograr la alTlpÜfic~~i~~ del fragmento -308 se utilizaron los olignucleótidos: sentido 
•• ,·; :, O¡. ';: ~: ·•· ,i; ·. -.·, ,-

· antisentido 5'-5'~G,~<3:2~~K§~;¿,~J·k~?:~GGGQCAT .· ~;.-;~f,';:,: 
GGGACÁCACÁAGCATCAAG. El oligonucleÓtido':senÜdo tiene un nucleótido no 

. ·.:"·-~·,,.,:i;\ ;~.; ·' ··' . -~;.:."': ... 

C()mplefu~rir~ri,0%''.Ía secuencia (subrayado), el cual geriéra un sitio de restricción para Neo 

I'~~f~\~icletección del polimorfismo en -308. El proceso de digestión se realizó con la .. ··.--·:. ,___ . 
. " 

endonucleasa Neo I y una incubación a 37° C durante toda la noche. El patrón de 
: ,;·_.· ~--· -:>- -

re.stricciémse reveló por electroforesis en gel de agarosa 2 % teñido con bromuro de etidio. 

Des~ués de realizar los procedimientos moleculares para la determinación de los alelos del 

MH~ ~~ los pacientes. c~n _LEG, individuos sanos e indígenas, se procedió al análisis 

estacÚ~ti~6·}~~;}~~J:~~~~~·ci~~(c~~Nher lugar se realizaron los cálculos de las frecuencias 

génicas por,:·6~ri~~~'.'. d'if:{r~ :·/s~ procedió a la realización de los cálculos estadísticos 

mediante las fó~tiias y~iiienciolladas. 
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RESULTADOS 

En la Tabla 4 se muestran las frecuencias génicas y genotípicas de los alelos de HSP70-2 

en los Mestizos Mexicanos comparados con las poblaciones Indígenas Mazatecos y 

Nahuas. En los dos grupos Indígenas la frecuencia de este gen se encontró en equilibrio de 

Hardy-Weinberg, ~.ientras que en el grupo Mestizo no se encontró en equilibrio (Chi

cuadrada= 8.2.7,i~~::.:o:Ós).:Las frecuencias de lós .genotipos AA y AB fueron similares en 
·-.. ~:',--<~·:_'.?~s<}~t~~~;~;;·.;f~tc~:~~~~~~.:Jf ;H:.-:z~:~~~:~;-~i~:--· -__ =~:~,:.; -._~-·.-:.:2):._--/'.:~:~:-:~-i)i,]:>.:;;·)~~;:r:_~:-~~'. ·: > : -::.' . 

.. los Mazátéccis ;:'(AA~39J %. y AB.:43:4)' y e1ilos Nahuas (AA=48.8 y AB=43. 7). En el 
_ _:-: :_¡:, -~~:-:; ::'.~ --~ :~;f\·'.~:r:t~:::t2~1~fo~fr~~:~~r~1~i-;;;0~;~s~,~s~~t)~~~¡;::f t;:f¿,'.:~~i:.;-~.:~~:~~¿~~;~r;tt1;·3:~?:t.:t&%i;i}.·~~~~i~';:~~~;\ _. -~ -_: :. . 
grupo~deJ\1éstizo~:ei.'genóti-.o:.f\B.\~uc;:)"tna:s,f{f~cü'enteJAB"= 72.2%). De manera interesante 

e81~1;i~f r?l'i~1~~:~~11f ~t'~~e~a~:~ ~iyoc del genotipo homocigoto BB 

(17:3%) éc)n una diferencia significativa al compararse con los Mestizos (5%) (p=0.01). La 

cli;tri~J~{~'.h'·'~g¡)~i!i~~~¡fS~f~~1ff~.¡~ l~s tres poblaciones, sin embargo se observó un 

. a~~~~¡{~* l~,}~~fü~~6i~~·~;¡~;~I~ B en los Mestizos con una frecuencia génica de 0.411, es 
. ,, '. ;::~~·::.:.\ .. ,:·:\:~\·:,~::~:~>~:.~~)~~{{:~~;~y·:::·: .. ·:.;./. 

iinportante,<riiericioll'ar que este incremento no fue estadísticamente significativo. Con la 
.. . /·: .. ·~.·" ,~·.:::.·'.¡.·~~:~~~:~·\/" :., .. ::: 

finálidadde mostrar.las diferencias étnicas, la frecuencia de estos alelos se comparó con los 
·'1:'•'' ... 1 ,.,; 

report~~:pf~vÍos de otras poblaciones como caucásicos del Reino Unido, Españoles y Afro

Affi~rld~no·~. Se observó una baja frecuencia del genotipo BB en los Mestizos Mexicanos 

ál ~6mp<l.r~rse con los Afro americanos y los Españoles (5% en Mestizos Mexicanos vs. 

17.1%y38.1 % en Españoles y Afro-Americanos respectivamente). 

En la Tabla 5 se muestran. las. frecuencias genotípicas y génicas de HSP70-2 en los 

pacientes con LEG é' individllos ~anos. En ambos grupos, el genotipo más común fue el 

heterocigoto AB (83.1 % en pacientes con LEG y 72.2 % en controles). Por otro lado el 

alelo más común fue el HSP70-2A (58 % en pacientes y 58.9 en controles). Los individuos 

homocigotos BB solamente se encontraron en el grupo control (p < 0.05). No se 

49 



observaron .. diferencias éstadi~dcainen~~ 'signiÍicativá~ dri Ia di~ttil:>uciÓn de Jos alelos. El 
- - . - ' . ' . " . - - • o • - •. - • -- " . . • . • ~ ·: • ' 

··p~~ien.tes;,(T~bla8). Al comparar las frecuencias .de.JóscsubÍipos .. de HLA-DRBl entre . ·.· .... ·.... ·- .. '· .·., ' 

pacie~t~{~&~ LEG e indígenas Mazatecos se observó·tambi~~~'h~uménto en Ja frecuencia .- · - -, '.·· .. ___ . . . - ·-·,~ -~:~i~L._~~:o;-i/.: ~\i;_~.·-, .. · · 

deDRBl*03CH en los pacientes (p=0.00001; RM:= 2s~2Q;'9-5o/~;t~i~3.SJ-512.99). Por otro 
. - . ' ' ' - . -. ~"· .. " ; -· ' . . ' . - . - -

lad6 l~fre~~encia del DRBl *0802 y *1602;~u~~~§~y~r,~n el grupo Indígena, este último 

a16)~ con .valor de p= 0.02; RM= 0.44; re 95 %='0.0S-0.84 (Tabla 9). 
··' '. ~- -- -' "'' ' ·.- '' - ; ·~' .~--

. Er( cu~ntÓ a los alelos DQAl, el 53%.de l~s indígenas Mazatecos fue DQAl *0301 

c~n'ip~rado ~on solamente el 32 y 25 % de los pacientes con LEG y controles, 
.... · . 

respeCltivam~Ílte; Además se observó aumento de la frecuencia de DQAl *0101 en LEG, 

este ~1ci16r16:ieobs~rvó en los Indígenas (p= 0.0002) (Tabla 10). 

Co~ resp~cto'ri'Ios alelos DQB 1 observamos que el alelo más común fue el DQB 1 *0302 en 

todos lo~ gl'Upos,·'~ diferencia de los individuos Caucásicos en quienes el alelo DQB 1*OSO1 
. _,;~:(-'1~--~-

es el más,colljún.''El alelo DQBl *0201 no se observó en los indígenas mientras que en los 
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controles fue.el terce(al~ÍonÍás común, con una frecuencia génica de o'. 163 y en pacientes 

con LEG con:.una·freciieri~i\i de 0.127 (Tabla 11) . 

.... ~;• a~li;(EÍ,~~~;~4t~!oI~So•ttó una grnn heterogeneidad genétioa en'º' pacientes con 

LEd:y éÜ' I9s/'controJeJ;·con' relación a los Indígenas Mazatecos en quienes únicamente 
. .~.'·'t' ._.;-.~. ,~,,,~,-- ·:.·'",'~:·>-.. -.. ·. '· -

. encon~~~f ;t¡~J4~?~1~f ~º.' troncales. Lo• cinco haplotipo• mM comune• en paciente• 

cClni~qfd~~ffbÍes"~Z~Üiatecos se muestran en Ja tabla 12; se observó aumento en Ja 

.· t:~;f f ;~Íf f l[!f ~~1~!{~~~~¡=~::s::~:~::::~n~o:0:.::::: ~E: 
• (p= 0.004) ni ericontroles{p;J.6d;i;~~!·:·:::.·· .. 

" . . :_:: ' . ; >;~:~.~ ... ~i<? .·-_ )~(i_j;(:'..~~;~+~:&i~~~'.:~:·:~;). '· ~-:; 
En Ja tabla 13, se muestra ün;inci:emento: significativo del haplotipo HLA-DRBI *0301-

-. ; ·~ ":<:~)~-:~':.~>~~·: {}_~~::'.i;~f~;~{~}:.;t·'.··::'.(~.:-·· ·::~- ' 
DQAI *0501~DQB1*0201';p5:9.017{RM=2.97 en Jos pacientes así como una disminución 

en Ja frecuenci~·d~I ~~Ji~i~~8:Ó'ifu1*0802-DQA1*0401-DQB1*0402 p= 0.034, RM= 
; .. --~-;:, ::.:. ~-'.·,~¡;;·:/. ~-~{~~::·:.::}}f~_;}f (~t./:~/: 

0.45). En eJ.grupo·cOnti:orlos haplotipos más frecuentes fueron DRBl *0802-DQAI *0401-
; · -:-- .·f;:.-~: :'.:~?~~.~~~/·'~\~'.;i:·,_~/~~t'/~~::f~YlI~~: _ 
DQB1*04:02,'/,~J:)RB1-0407-DQA1 *03-DQBI *0302 y DRBl *0701-DQAI *0201-

DQBI~b~ll;;:{f~~'.ZJterlor se muestra gráficamente donde se pueden apreciar claramente las 
:: : '. )·~~-.-~. -.'.'?"-~:: -·:~;t.::.i"~:C/~~i:~ 2' ~:-.-o 

diferené:i'a~ ~;ú€liii~ri~ionadas, Gráfico 1. - ... · . ___ , ..•. • .. ,.,<, _. 

Se obsci~j~¿~·;i~¡'j¡~~entes combinaciones de haplotipos en Jos cromosomas homólogos 

entre:P~~i~~t~.~:;/~~~~roles; Por ejemplo, en Jos pacientes con LEG, el haplotipo HLA

DRB1~o49i'.~b§~:¡~¡0,3-DQB1 *0302 se combinó con diez diferentes haplotipos en el 
-. \ ~--y_:rt{<>·J:J~;·~~;: :·':_··: :· 

cromosoma:homólogo en un total de 14 pacientes, mientras que en Jos individuos sanos 

este ~~pio'tip::~~; ~~~binó solamente con cuatro haplotipos en cinco individuos. (p<0.05) 

Los otro~ iS<.c:c)ri&oles con este haplotipo mostraron otras combinaciones. Por otro lado, el 
·, ... :~··:_·_:;~t-·>".' . .' .. :·_:,:~·': -/:; 

haplotip6 tDRBl *1501-DQAl *0102-DQBI *0602 se combinó con siete diferentes 
¡_, :: :·;;.,_ . • 

hapJoÚp6s e~· sietepacientes, en controles se combinó con dos haplotipos (p<0.05) los 
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. . 

otros siete co~tr~les ··con este haplotipo tuvieron ofras ;coIT;bi~aciones. Otros haplotipos 
', . ,· ·· . 

como . el HLA~DRBI *0301-DQAl-0501-DQBl *0201--y é~DRBl *0101-DQAl *0101-

DQB ! *05Ól presentaron las mismas características, si~ ~mB~g\:i la baja frecuencia de esos 

ha~Í~ti~o, in lo' oontroles no pe<miHeron ~;z" ~:~ik~~~~ profundo. fa ;~portante 
_mencionar que en el grupo control se observo una mayor.frecuencia de homoc1gocia para el 

ha~IC>tipo HLA-DRBl *0802-DQAl *0401-DQB1*(}461}t\'.'ffi~lF!;< ... 

El .análisis de la distribución de los polimorfismosdelpr6m¿~~r dé TNF-a. en pacientes con 

LEG y controles se muestra en la tabla 14. En ambos grupos los genótipos más comunes 

fuefonel TNF-308 Úl y el TNF.~238 . G/G. Los alelos más comunes fueron el TNFl y . ·> ' -- _· ' .- - -' : -:,"", ·\>-'. .. _··, ·. 

_TNFCi'EI :~riáúsi~'d~ J~'ais!t~bii~fóh d~: los genotipos mostró aumento en la frecuencia del 
· . ._. ~ ;_· ~ .. ~ _ · , ·: ·'..~.~~-- -~;;~;;~:'.·,~~~t1~~~~)~;;~?~~f~'~J:~;;_~;f i~:·:f~s~~\:~r~r~1~~:!_¡'.:~~i~~~~;y:'.:rr.· ,_ -- . 
genotipo heter¡:¡:cig~t~jJ1'11F.:S-238,;·q¡A; en los pacientes con LEG (p=0.03; RM=4.77; IC 95 
·-. ~'. ~ ·_ · -;·:~-~~; ~-~~ -~- :~~~,}-: :'./:~~jt:~ / f-itB~. ~'.·:t~~:~~~f Kl~~~~j{f f f m~1t~ (~-~;~h~:~-)-~~~~:;;::; .'.,~{ ::x~~ ~; ~': __ -_-· 
%~L12::23;z3~~cómo-resl.'ilfaCio''de'fo'anterior se observó aumento en la frecuencia de TNFA 

~ · .-_· .. :x:_::/.: //<~·:~,~~~<f :;;~1~-:~~~:~1~~~::;.~m:~~:;~-::~:'.:~~0.~ft~~-:·;1t~í\)~1~t~<·-.-'\;~-;:/.~:-· ~ , 
--238 (p;,:0.()2;~RM'§A3;62;':1C:::~9,5),%:;.-r;n~l 1.92 (Tabla 14). Mediante el cálculo de delta 

bi iM'd;/~[~~Wi~~gf,~~l~ff~liei·J~,.qu;t;brio gcnétfoo entre alelo• del promotoc de 

TNE~t~\~l~f ;~J~ii~1;¡~:Y~acient": TNF A-DRB 1 •1401 (D~0.84; o·~ LO; 

p=0,015);TNFA-DRB1,t0301 (D~L38;'D'= 0.41; p=0.042); TNF2- DRBl *1106 (D=0.9; 
-· ~~_,: ;;? .. :_:<.:~~:W~<~~7~~ ;~ '.~~.t{/f i;~;~:~::~~t:'.}~¡~~~~-.;~:~{~tt~'.'.i~\~-:i?~~~:.~ ·: .. ,o:· . 

D'=LO; p='0.0006);:TNF2-DRB1~1104;(D=0.83; D'= 0.45; p=0.02); TNF2- DRB1*1406 
-.: ~- · ;, · -º~-,:·: -~ ;:~~}~'.~~ ;::~:y~~-i~~~~:_:;~~:1~t:._;t:~J<~~~~~~~}t:~2f ?;.-)1~~;t_~~t~1~~r'..tJ~r,-:_·- ~ · :·- .. 

(D=0.83; D'=Q.4~; p;7Q.;Q2)!'.'1'~27DJU31.~0301 (D=l.3; D'=0.4; p=0.042). Por otro lado, 

en el . .\Jtii~~¡~~~.~~it~~~~~;1;6h? g;nétfoo ~ntre TNF2-DRB l '0802 (D~l 4; 

D'=0.61; p"=Cfb04);>fNF2~ :ÓRB 1*1302 (D=0.81; D'0.30, p=0.005) y TNFA-DRB 1 *0404 
- • ·- •. · ·,·;. ~-¡ ;-, . ·' •. > ., , 

(D=O. 7;0'0.29; p=0.03) (Tabla 15). 
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En la tabla 16 se muestran lo~ desequilibrios genéticos entre TNF -238, TNF -308 y 
. ·.-" ,.·' ··;·· . 

HLA-DRBl, DQAl, DQBl.S~()b~ervó un ligero incremento de la frecuencia del haplotipo 
;o'º:'.'.~ "-- cC ·-;-":· ~· i"¡:,=-.3·; =;.._-- =, ,- ~'°'' -;.-;---=~.t'o~-- - -

[TNFG-TNFl-DRBtfoÍoff:b'Q.A1;1;()1ól-DQBl *0501) en los pacientes con LEG. 

Finalmerit6; la~ asociaciones entre haploliJió;i/!"d<tTNF.A y TNF2 con los haplotipos HLA-- ... ,_.;:.,_-,, -,- . - . 

DRBl-DQAl-DQBl fueron más heterogéneas en los pacientes con LEG que en los 

controles (Tabla 17). De manera interesante el· alelo TNF2 se encontró con mayor 

frecuencia en individuos que portan el haplotipo autóctono DRB 1 *0802-DQAl *0401-

DQB1*0402. 
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Tabla 4.- Frecuencias Génicas y Genotípicas de HSP70-2 en tres poblaciones 

Mexicanas. 

Genotipo 

AA 

AB 

BB 

Alelos 

A 

8 

Nahua 

N=SO 

n(%) 

39 (48.8) 

35 (43.7) 

6 (7.5) 

113 (0.706) 

47 (0.293) 

Mazatecos 

N=46 

n (%) 

18 (39.1) 

20 (43.4) 

8 (17.3) 

56 (0.608) 

36 (0.391) 

*Valor de Hardy-Weinberg X2= 8.27, p= <O.OS 

Mestizos* 

N=I58 

n (%) 

36 (22.8) 

114 (72.2) 

8 (5)** 

186 (0.589) 

130 (0.411) 

** Disminución significativa en la frecuencia de homocigotos BB (p=0.01) 
N= Número de cromosomas. 
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Grafico 1.- Frecuencias de los genotipos de HSP70-2 en tres poblaciones Mexicanas. 
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Tabla 5.- Frecuencias Génicas y Genotípicas de HSP70-2 en LEG y en individuos 

sanos. 

LEG Controles 

(N=l07) (N=158) 

Genotipos n (%) n (%) Valor de p 

AA 18 (16.8) 36 (22.8) 

AB 89(83.1) 114 (72.2) 

BB O (O.O) 8 (5.0) <0.05 

Alelos 

A 125 (58.4) 186 (58.9) 

B 89 (41.5) 130 (4Ll) 
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Tabla 6.- Distribución de los genotipos de HSP70-2 en pacientes con LEG y controles, 

considerando la presencia del alelo HLA-DRJ. 

Genotipo 

AA 

AB 

Alelos 

A 

B 

DR3 (-) 

LEG 
(N=87) 

16 (18.3) 

71 (81.6) 

103 (59.1) 

71 (40.8) 

Controles 
(n=72) 

27 (37.5) 

45 (62.5) 

99( 68.7) 

45 (31.2) 

DRJ (+) 

LEG 
(N=20) 

2 (10.0) 

18 (90.0) 

22 (55.0) 

18(45.0) 

Controles 
(n=6) 

2 (33.3) 

4 (66.6) 

8 (66.6) 

4 (33.3) 

* Para esta tabla solo se utilizaron 78 individuos del grupo control. 
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Tabla 7.- Frecuencias génicas de los alelos genéricos de HLA-DR en Mestizos 

Mexicanos con LEG y en controles sanos. 

Pacientes LEG Controles RM (IC95 %) 

HLA-DR (N=162) (N=198) p 

n f.g. n f.g. 

DR4 41 0.253 47 0.237 

DR2 22 0.135 18 0.090 

DR3 19 0.117 11 0.055 0.03 2.26 (0.98-5.25) 

DR14 16 0.099 21 0.106 

DRl 15 0.093 10 0.050 

DR8 15 0.093 33 0.166 0.03 0.51 (0.25-1.01) 

DR13 11 0.068 10 0.050 

DR7 11 0.068 22 0.111 

DRll 8 0.049 20 0.101 

DR12 3 0.019 2 0.010 

N=Número de cromosomas. 
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• 

Grafico 2.- Frecuencia (%) de los alelos HLA-DR en pacientes mexicanos con LEG y 
controles sanos. 
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Tabla 8 .- frecuencias génicas de HLA-DRBl en pacientes mestizos mexicanos con 

LEG y controles sanos. 

LEG 

DRBl (N= 162) 

n f.g. 
0407 19 0.117 

0301 18 0.111 

1501 16 0.099 

0101 14 0.086 

0802 12 0.074 

0701 11 0.067 

1406 10 0.062 

1301 9 0.055 

0401 5 0.031 

0411 5 0.031 

1602 3 0.019 

1407 3 0.019 

0404 3 0.019 

1502 2 0.012 

1101 2 0.012 

1302 2 0.012 

1402 1 0.006 

0403 NE 

NE=No encontrado 
NS= No significativo 
N= Número de cromosomas 

CONTROLES 

(N=198) Pcorr RM (IC 95%) 

n f.g. 
21 0.106 NS 

9 0.045 0.03 2.63 (0.98-5.25) 

9 0.045 NS 

7 0.035 NS 

30 0.150 0.03 0.45 (0.21-0.95) 

22 0.111 NS 

3 0.015 NS 

4 0.020 NS 

1 0.005 NS 

2 0.010 NS 

3 0.015 NS 

3 0.015 NS 

9 0.045 NS 

3 0.015 NS 

12 0.060 0.03 0.19 (0.03-0.93) 

4 0.020 NS 

6 0.054 NS 

5 0.045 NS 
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Tabla 9.- Frecuencias génicas de HLA-DRBl en pacientes mestizos mexicanos con 

LEG, controles sanos e Indígenas Mazatecos. 

LEG CONTROLES MAZATECOS 

DRBl (N= 162) (N=l98) (N=192) 

n f.g. n f.g. n f.g. 
0407 19 0.117 21 0.106 27 0.293 

0301 18 0.111 & 9 0.045 NE 

1501 16 0.099 9 0.045 NE 

0101 14 0.086 7 0.035 NE 

0802 12 0.074 30 0.150 15 0.136 

0701 1 1 0.067 22 0.111 NE 

1406 10 0.062 3 0.015 7 0.076. 

1301 9 0.055 4 0.020 NE 

0401 5 0.031 1 0.005 NE 

0411 5 0.031 2 0.010 5 0.054 

1602 3 0.019 3 0.015 15 0~163* 

1407 3 0.019 3 0.015 NE 

0404 3 0.019 9 0.045 11 0.119 

1502 2 0.012 3 0.015 5 0.054 

1101 2 0.012 12 0.060 1 0.010 

1302 2 0.012 4 0.020 NE 

1402 1 0.006 6 0.054 3 0.032 

0403 NE 5 0.045 NE 

& (pacientes LEG vs Indígenas Mazatecos; p=0.00001; RM= 25.29; IC 95%= 3.53-

512.99); * (pacientes LEG vs Indígenas Mazatecos; p=0.02; RM=0.22; IC 95%=0.05-

0.84). 

N= Número de cromosomas 
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Tabla 10.- Frecuencias génicas de HLA-DQAl en pacientes mestizos mexicanos con 

LEG, en controles sanos e Indígenas Mazatecos. 

LEG CONTROLES MAZATECOS 

(N=162) (N=l98) (N=192) 

n f.g. n f.g. n f.g. 
DQAl 

0301 41 0.253 51 0.257 49 0.532 

0501 43 0.253 45 0.227 26 0.282 

0101 22 0.135* 20 0.101 1 0.010 

0102 19 0.117 17 0.085 2 0.021 

0401 15 0.092 33 0.166 17 0.184 

0201 11 0.067 22 0.111 NE 

0103 11 0.067 5 0.025 4 0.043 

*(Pacientes LEG vs Indígenas Mazatecos) p=0.0002; RM=19.49; IC 95%= 2.66-
400.12. 
NE= No encontrado. 
N=Número de cromosomas 
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Tabla 11.- Tabla F.- Frecuencias génicas de HLA-DQBl en pacientes mestizos 

mexicanos con LEG, en controles sanos e Indígenas Mazatecos. 

LEG CONTROLES MAZATECOS 

DQBI (N=l62) (N=l98) (N=l92) 

n f.g. n f.g. n f.g. 
0501 18 0.176 6 0.054 1 0.010 

0301 17 0.166 23 0.209 29 0.315 

0201 13 0.127& 18 0.163# NE 

0402 8 0.078 16 0.145 16 0.173 

0602 5 0.049 9 0.081 1 0.010 

0603 5 0.049 2 0.018 NE 

0604 4 0.039 3 0;027 NE 

0601 1 0.009 NE 4 0.043 

0502 1 0.009 2 0.018 NE 

& (Pacientes LEG vs Indígenas Mazatecos) p=0.0004; RM= 18.01; IC 95 %= 2.45-
371.25. 
#(Indígenas Maztecos vs Controles) p=0.0000001; RM=0.03; IC 95 %= 0.0-0.18. 
NE= No encontrado. 
N= Número de cromosomas 

...... -.~~-
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Tabla 12.- Haplotipos DRBl-DQAl-DQBl más frecuentes en pacientes con LEG, 

controles sanos e Indígenas Mazatecos. 

LEG CONTROLES MAZATECOS 

(N=l62) (N=J98) (N=192) 

DRBJ-DQAJ-DQBJ f./I. DRBJ-DQAJ-DQBJ f.11. DRBJ-DQAJ-DQBJ f./I. 

0407-0301-0302 0.151 0407-0301-0302 0.293 

0.163 

N= Número de cromosomas. 

64 



Tabla 13.- Haplotipos HLA-DRBl-DQAl-DQBl más frecuentes en pacientes con 

LEG y controles. 

LEG CONTROLES 

DRBl-DQAl-DQBl N=162 N=198 p RM 

n f.h. n f.h. 
0407-03-0302 19 0.117 21 0.106 NS 

0301-0501-0201 18 0.111 8 0.040 0.017 2.97 

0101-0101-0501 13 o.oso 6 0.030 NS 

0802-0401-0402 12 0.074 30 0.151 0.034 0.45 

0701-0201-0201 1 1 0.068 21 0.106 NS 

1406-0501-0301 8 0.049 2 O.ülO NS 

1501-0102-0602 7 0.043 9 0.045 NS 

0411-03-0302 5 0.030 3 0.015 NS 

0401-03-0302 5 0.030 1 0.005 NS 

1301-0103-0603 3 0.018 2 0.010 NS 

0404-03-0302 3 0.018 9 0.045 NS 

NS= No significativo. 
N= Número de cromosomas. 
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Grafico 3.- Frecuencia haplotípica (%)de HLA-DRBl-DQAl-DQBl en pacientes con 

LEG, en controles sanos e Indígenas Mazatecos. 
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Tabla 14.- Frecuencias génicas y genotípicas de los polimorfismos del promotor de TNF-a in Pacientes Mexicanos Mestizos 
con LEG y en controles sanos. 

LEG Controles 
(N=51/102) (n=55/110) ,, (%) ,, (%) p OR C/95% 

Genotipos 

Polimorfismo -308 
TNF 111 44 (86.2) 52 (94.5) NS 
TNF 1/2 6 (11.7) 3 (5.4) NS 
TNF2/2 1 (2.0) o (O) NS 

Polimorfismo -238 
TNFG/G 38 (74.5) 51 (92.7) NS 
TNFG/A 11 (21.0) 3 (5.4) 0.03 4.77 (1.12-23.23) 
TNFNA 2 (3.9) 1 (1.9) NS 

Alelos ,, f.g. ,, f.g. 

Polimorfismo -308 
TNFI 94 0.921 107 0.972 NS 
TNF2 8 0.078 3 0.027 NS 

Polimorfismo -238 
TNFG 87 0.853 105 0.954 NS 
TNFA 15 0.147 5 0.045 0.02 3.62 (1.17-11.92) 
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Gráfico 4.- Frecuencias genotípicas de los polimoñ11mos del promotor de TNF-a. en 

pacientes Me1icanos con LEG y controles sanos. 
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Tabla 15.- Valores esperados (E) y observados (O) de delta (D) entre alelos HLA-DR y TNF-a en los pacientes con LEG. 

HLA-DRBl 

1401 

0101 

0407 

1501 

1106 

0802 

1301 

1104 

1101 

0301 

1302 

1602 

0801 

0401 

0411 

0701 

1406 

o 
0.84* 

-0.75 

1.18 

1.50 

-0.14 

-0.72 

-0.87 

-0.29 

0.69 

1.38\jl 

-0.29 

-0.43 

-0.29 

0.26 

-0.58 

-0.17 

-0.29 

TNFA 
E 

0.15 

1.76 

2.79 

1.47 

0.15 

0.74 

0.88 

0.29 

0.29 

0.59 

0.29 

0.44 

0.29 

0.74 

0.59 

1.18 

0.29 

TNF -238 

TNFG. 
O E O 

-0.84 0.85 0.08 

0.75 10.24 -0.06 

-1.18 16.21 -0.5 

-1.50 8.53 -0.21 

0.74 0.85 -0.9 

0.72 .. A.26 0.38 

0.87 . ' ::~:5j2 ' • -0.5 

0.29 ' . ' < .fi1:·71'( ·.·· -0.83 

-0.69 ' ,:~:;;~l;?J' '. :.: 0.15 

-1;38 <~}t3.4l} 0.31 
."·i:·.):'::"'···· 

0.29 :,, ... ff.71 0.15 

0.43 ¡}:fr56· \.)0.23 

0.29 <L71 : 0.15 

-0.26 

0.58 

0.17 

0.29 

'4.26 0.38 

3.41 0.31 

6.82 0.62 

0.29 -0.83 

TNF -308 

TNFl TNF2 
E O E 

0.92 -0.08 0.08 

11.06 0.06 0.94 

17.51 0.5 1.49 

9.22 0.21 0.78 

0.92 0.9(l) 0.08 

4.61 -0.38 0.39 

5.53 0.5 0.47 

1.84 0.83' 0.16 

1.84 -0.15 0.16 

3.69 ' -0.31 0.31 

·· I.84. · ~oJ5\ 0.16 

2;76 · : ~0.23 

t84 / -0.15'' 

4.61 

3.69 

7.37 

1.84 

-0.38 

-0.31 

-0.62 

0.83).. 

0.24 

0.16 

0.39 

0.31 

0.63 

0.16 

*Chi-cuadrada= 5.85; p= 0.01, \ji Chi-cuadrada= 4.13; p= 0.04, ro Chi-cuadrada= 11.86; p= 0.0006, q, Chi-cuadrada= 5.01; 
p= 0.02, A. Chi-cuadrada= 5.01; p= 0.02 
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Tabla 16.- Frecuencias haplotípicas ITNF-238, TNF-308, HLA-DRB, DQAy DQB) en pacientes con LEG y en controles sanos. 

Haplotipo Haplotipo LEG CONTROLES 

TNF -238, TNF-308 DRBl, DQAI, DQBI (N=102) (N=llO) 

n f.h. n f.h. p RM (IC 95%) 

G-1 0101-0101-0501 10 0.088 4 0.036 

0407-03-0302 14 0.137 9 0.081 
0701-0201-0201 5 0.049 13 0.118 
1501-0102-0602 5 0.049 5 0.045 
0301-0501-0201 3 0.029 4 0.036 
0802-0401-0402 5 0.049 15 0.136 0.02 0.33 (0.10-1.01) 
1301-0103-0603 2 0.019 --- ----
0401-03-0302 2 0.019 --- ------

A-1 0407-03-0302 3 0.029 1 0.009 

0701-0201-0201 2 0.019 1 0.009 

G-2 0407-03-0302 2 0.019 --- ----

Otros 49 <0.019 58 0.009 
·• 
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Tabla 17.- Haplotipos HLA-DRBl-DQAt-DQBl asociados con TNFA -238 y TNF2 -

308 en pacientes con LEG y controles. 

TNFA -238 LEG 
(n=15/51) 

0407,03,0302 4 
0301, 0501, 0201 3 
0701, 0201, 0201 2 
1501, 0501, 0601 1 
1401, 0501, 0301 1 
1302,0102,0604 1 
0101,0101,0501 1 
0401, 03, 0302 1 
0404, 03, 0302 1 

Total 15 

TNF2-308 (11=9151) 

0407,03,0302 2 
1106, 0501, 0301 1 
0101, 0101, 0501 1 
1501, 0101, 0501 1 
1406, 0501, 0301 1 
1301, 0103, 0301 1 
0407,03,0302 1 
1104, 0501, 0301 1 
0802,0401,0402 

Total 9 

Controles 
(n=5/55) 

2 

5 

(11=4155) 

4 

4 
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DISCUSIÓN 

El lupus es una enfermedad autoinmune con un amplio espectro de manifestaciones clínicas 

con gran variedad de características inmunológicas. En los pacientes Mestizos Mexicanos 

con LEG se han detectado algunos marcadores ·de susceptibilidad y la. enfermedad se ha 
. ' . . . . 

relacionado principalmente. con el ~lelo rHLA~DR3. Sin embargo poco se. ha explorado 

acere• de 1a pre.en~1~;~~~~\~[¡!~~;~~r~~~&~~,;~"j;\bfü,;~r~~e~; dentro º ruera 
de la regi_ón de '~.:HLA-,~::de.:7;claSe~~:~·rr~·,~fEJ ... ~~,m-ápeo·~:;_croniosóm1cO :.·:de·.!~ otros m_arcadores 

_· ;.:;_:¡ ~: ;~/-~· ~-,~.:t~;·:~:L'.:~~ü~~i~~:~§;r:::~~~t~~~l~}~~?~~:f ~-~-~~~;ú~~:F:~Y:::)~'.~ti~;~~~-r~~::t;~~;;ir~f~t~~~~}~fr-~;/tt?··:··.~:·;:.'. ·. i;', - __ -,. --· . 

principalmeñte;derifro"dé'lairegión:de'claseIII del >MHC como los 'genes de las proteínas de 
.· ··.:· · :· ' '.'.·::~5·:.r:;l:~±:::~¡~f:;?tt~2;-::;~~$:i~:}H~,{t~::;'f ~\·:~,0;;~·.f~~'!l~!.;:1;,~~::·x' .•.. ,,. · 

choque .térmiéo)HSP~70 'y;'.elfi'fNF.:a{sü::impoftanciá';eii;la regulación inmunológica y su 
. ·, ' __ .. __ · :_ :>-:-~_::: ·.-.:\~·~1;~.A~~t;V~~~:J~·:.S~~;~~~:~~!~-~:~~~.:;~·~;;0l\~,{~:{'.r~ ·x~·,;~,::: :':-:::;~:'..:· _-º~ .. :::._~ .. :'. ::::· .. ~ ·-_. 

posible dei:;e&üi\i~ri'á'.;g~riéti_¿¿''éoi{ g~nes HLA ha permitido explorar la relevancia de estos 
t · -: /- :·;-: \~~?~,.;~··t1IJ;~\~i~x.0.::~Ji,$.~~~)~ {~:d~:'··;~1r-.;r.:~~('.t _·'. .~::::.; · 

genes en. lá'süsceptibilidad a erifermedades autoinmunes. 
-- - : ... ·,\";~;·-.'.e-:.~-,.;·;: '·:[~2?<A~~?t_.- '\._~·>-. ~ .. ,- ._ 

·.En 'este tfk~aj'g~~'.a~t~iíiiiharon los polimorfismos de los genes HLA mediante técnicas de 
,c .. -- ' -~~:.'- '· ~'.-;.'>.f;'··,-. __ ,~-~.!r:' 

alta res61~~fa~+~?k~~el de DNA, así como los polimorfismos de los loci del TNF-cx. y 
. -.::· ·, -·~-~: t??:r~:;~'t;~~.~~?~i~~.~~~j~~-~x<~/~'--.- -~--. . · . . . . 

HSP70-2~en'pac1entes Mestizos Mexicanos con LEG, en md1v1duos sanos y en Indígenas 
. - ·,: ~ ~ ··;·,~-Y :¡-.·:,"'· "\:·"·-- . -

:~11-:'.::~~~~4"" -. "·.· _.. ,. ·-, .. -

· represent~li,~g~i%~'~,é~i70; 
· Estudi~~ ~ht~rio'fci~;·11~¡:( demostrado ·de· manera sustancial que el LEG está asociado con 

::· -~ ~::~/,'.>H~:~f- '-;~·-, -'· 

de estos :ge·Ü~s~~::Es.:)Íl1fí~riante recordar que el MHC se caracteriza por ser el sistema 
. ·~>- "':..~ ..;_e----·- ! " •• , ", ~" ; ·''....e,-,: 

genético hiás"p~ÚrriÓrfi¿() del genoma humano. En la población caucásica el LEG se ha 
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asociado con el haplotipo extendido Al;B8;SC01;DR3. füta asociación no es tan clara en 

otras poblaciones como la Afro~Ameriéa:riK. Yc:._ l·a Oriental en quienes Jos· alelos 
,.,.· .. '.' 

determinantes parecen ser una deleción en el 'ge'¡'.\''~6 cuarto componente de Ja vía clásica del 
' - , -~·· ' -· •• - • < 

. '--.~-~,:~·,: ... ~:;"-..-". 
complemento (C4) al que se Je da el nombre d~';•"aieió nulo" (C4AQO) así como el HLA-

DR2. Estas diferencias sugieren que Ja ;¿t~f~[J~~; tiene un papel determinante en ~I : . 
e - -_-- .·- - - . --- ~¡. . , . ;···~''!l;~:;~:(f ~~~~;~tii:b/·-· ·' "~ ·, </·-~:·· < 

desarrollo 'de LEG. Para determinar' estast1iasoé1aciones es importante contar'.' con . 
. - . ,-' .. ' ; ~-?::;;.~¡~~i;~~~.:~~}:!;:~~:-.? , ' -

p6blaciOI1e~.·ge!1éticamente bien cara~t~ri2TacÍa's.:Uno de estos grupos es el Mestizo 

. . ~fox:2~~~)t~füj~'. ~CV,¡0'. iéhf J,~~í~~~tif J.•\~ población M"tiza Moxicana ti en~ una 

proporcióniide:;•mezclá gehétiCá'/de;:.un, 56 % de genes Indígenas, un 40% de genes · .. ,· .. ··. ·.•· · = )> ;;;i;.: m~~·"?:.'/~~·:1s;t).-~¡i:r~',;;á:: ~1~:r · · · . . . . . . 
: : Caucas1cos.;y·,únA;a::¡2.,%:de•genes Negr01des y patrones de deseqmhbno genehco que 

-.. -· : : .. : i'.~- ~: :_::-~.-~',~, ::{7_:;~'.:_1 ;\~/~·-'.\'~~i_:;:}~f f:l·:.::i~~?\~~~\~:~tI~/.{[f~_r.:,~~~ffi: -<.:. . 

. ' dÍfiereri':a Jd~·,éi'éf\·~;t~a'.~'fpóhÍ~ciÓñ~1': .En estudios previos realizados por métodos serológicos 
,:~-_,:->:;_::~..:---;y~/~~t~~x,:~~~:¡~~'.;~{;f~~}}~'.l.{~;i~tf~\~L~~~~t;tt;J~;:::_'.'?i~::~::~ 

por Oranad9s;)i{é:o.!s:Y[79]fse'há observado que el LEO está fuertemente asociado con el 
, >, _, ... _:-<;:: -<~:-~:; ___ -\~~t)i;j;~~~~¡~~w~.~~~~~~~,:~:\~~~~~\~:·~~\~:· , .... 
haplot1po:,extend1do:•~8;SC01;DR3 En este estudio se pudo demostrar dicha asociación 

. ú~ica'.~;~t~~,&~~~~~f~~~if~/i~n se utilizaron métodos moleculares que nos permitieron 

cbnÓcer~~fié~·h1ás(~'.f~t~JJ~'7:~~t~ fenómeno definiendo al HLA-DRBl *0301 como un alelo 

relevailie~i.:~~~l'~·~~~fgé~;tn,j'J~dad a LEO. La baja frecuencia del alelo DRBl *0301 en las 

póbla~ibll~~',i\1-~itii~ ·e Indígena sugiere que este alelo se obtuvo por mestizaje con 

pÓbl~~iorie~ caucásicas. Debido a que a este alelo DRB 1*0301 es el marcador más 

importante para LEG en Ja población caucásica, nuestros resultados sugieren que el proceso 

de mezclá genética entre poblaciones Amerindias y caucásicas ha dado como resultado el 

aumento de riesgo de desarrollar LEO en Ja población Mexicana. En otras palabras el 

. Mestizo Mexicano es un híbrido genético especialmente susceptible a desarrollar LEG. 

En los humanos Ja familia de Jos genes de las proteínas de choque térmico está mapeada en 

el brázo corto del cromosoma 6 dentro del complejo principal de histocompatibilidad. 
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Recientemente se ha descrito un polimorfismo limitad<> de estos genes [80]. Los productos 

de los genes HSP70 tienen un papel muy iinportánte en. el movimiento de péptidos a través 

de las membranas intracelulares y de los procesos dé conformación de proteínas [81]. 

Algunos estudios han sugerido recientemente que las HSP's son un blanco importante de la ...... ,. 
' 1 _!· .'.>' ~;··.·:;·::: 

respuesta inmune en enfermedades reumáticasJ82];;"='.:.~ 

En lupus se han encontrado diversos anti~~~tj,{~~:~t(coritr~ de las proteínas HSP70. LA 
.:,~-:,:~~{;:,-;»;~(::,;1!· .,; . -

localización cromosómica dentro de la regiórffcl~:61~~e III del MHC, el fuerte desequilibrio 
>:~~~c{~~J~:;~~ /?~·.: .. ·· <r.·.-. "_:?. . -. , 

genético con otros importantes alelos dé los gen~s lf~A y fa relevancia en la reparación de 

proteínas y en la respuesta inmune, plantean la necesidad de estudiar este sistema genético 

en relación con la susceptibilidad a las en;ert11edades autoinmunes. En diversas poblaciones 

s~l~a ()bseí-vado que el polimorfismo 6ri}1.gen HSP70-2 se ha asociado con susceptibilidad 
.;:, ' ,. 

a diab~tes tipo 1, lupus eritén1~tó~c) ;~eneralizádo, y artritis reumatoide [66, 83]. En el .. ,,-.. - . ' ' '' -.,.,;,_·,.. .. 

mexi':~P~~~hiuestran una distribución similar de las frecuencias de los alelos HSP70-2A y 

HSP70-2B. De manera interesante observamos que el genotipo BB en Mestizos Mexicanos, 

y en los Indígenas Nahua es poco frecuente con un 5 y 7.5 % respectivamente, en relación 

con la frecuencia en Indígenas Mazatecos con 17.3 %. Este aspecto es importante ya que la 

homocigocia para el genotipo BB se asocia a LEG en los Caucásicos y en Afro-

Americanos [73]. La baja frecuencia del genotipo homocigoto BB en los Mestizos sanos 
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podríaserel resl1lt~do de u~:proc~~o dé ~elección negativa o p~díÍl estar relacionado con la 

relativaillente •• baja~irici~e~cia .de •.. :~enfennedadesiaut.oinl11un:es •.• •.El .resultado de este estudio 

•~&e~ ~~e'~~.~~%~~\1~~~~,¡/~¡1~1~~íijii~;~¡~i'.ii~~!\'º ·. HSP70-2B eon lo 
susceptibilidad ;'á:\LEG ;'iJ~a}presenCiá'·de 'irÍdividuos:'homoCigotos\BB en el grupo control 

. ··• ..... ·.· .···• 5,)i.i;f '.':ift:v,·u~;~!lfUMi;*:;~.¡~~.\~\~~o;:,~tt!fi:.~~~!:;, 1:~'t,:5if :~~;':~%:?;~;;~~\fJf}';J:;;:f ~x¡;:j:. >· .. · .. ·•.• 
. podría sólariienfo 'seúéfléjo'detdeséquilibrio]genétiéo dél.'afoló\HSP70~2B. con algún. alelo 

HLA en .particular \este,contexto no ·se observaron diferencias en .la 'd1stnbuc1on .de los 

alelos HSP70,.-2 :conWaJgúri;;:~lélo JILA~en·• párticular:;:LOi(tdatos i óbknido¡; ··no~ sostienen la 

.;~e;~;~i~if l~lílFf {¡~~q¡~¡,l\~~l1~vi?~j,~.w~;:.,;:d,º'. [••1· 
.. Probablemente;rriúchás!·deZestas: afirmac10nes%fueron~el •resultado:del• deseqmhbno de Jos 

. ~ ·:,: ;_ .... ':~-)~;;~~:fL~t~~~~-;-~,:.tA:~~::~~i§~:Z-Yf~~~~;.;.w~f::~·.fli~i'.\:Y!~~,;:~~~~:{: .. ;·~"::;:::;.~J,;~>~:· .~-i~~:~ ·-. · .·-:·· ~, .. , i·>:.; , .. _. _, , ,_ · , 

alelos 'del geii'HSP70-2 ccih.haplo'tipós'éxtendidos como Al-B8-DR3 o A30-BI8-DR3 que 
: ·: / ;: (: .:~}~\ ~: ~:~s~;;;-;_~~~~~ff ~:::1~n~:;;~~~t~:·:f 1~r!~~_;:~;~~tJF:~iw~~;~yt·~;~t~~~;:.~~-.;{~~k~ ~~~;·;~_)·· : ,.~ :· . . . . . 

so~ de .ongenc~ll.casi~o o bien; probablemente asocrnc1ones secundarias con los Joc1 de DQ . 

. ·::,;~~~{~? lf ~~~~~;~~:::~:::::~::::':::~:·:~::.:.~E: oh: 
sugend()que~lgunas,.secuencias en las moléculas HLA-DR4 o HLA-DRIO asociadas con 

.•. ~:i:~C~~f~~~t~º;~!;::~º::":::~~:.::,~,::·:~ .:.::::· ::.:,::::·: :: 
in~lusi?ll ~h)a.'r~gién c~ptadora del péptido de Ja molécula HLA-DRB 1. Lo anterior podría 

·· · esper~rse ~n '~Lp61iillo~fisn10 de la proteína HSP70 Hom el cual se encuentra dentro del 

.dominio que se une'.alpéptido, [85] pero no en el polimorfismo de HSP70-2 el cual está 

. determinado por~-urÍa rnuta~ión silente (A por G) en Ja región codificante. Por lo tanto 

podem~s illierP~~tar cill'.e)6~~lquier contribución de HSP70-2 a LEG podría estar 

determina~a ;~run·genve~ino ~o identificado. 
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Porotrolado la:participaci~n de los :¡:>~liinorflsmos-~-d~l pr~rllotor'de TNF-a no se ha 
' '.\ .- ' :: : ~ i :·: - .. :: ' -. ... : : . ' . > ,. )~ . : ·. ·. : . ' . ' \ : ' : 

estables!d?.~_;Jn;J)i;~~~~-_estris\--ÍJoliill?ifi~~Os',~~'.'.;~p4l:~·l~~tT~~~;f a;.~-Tostrado asociaciones 

significativas córi LEG en caucásicos (frecuencia géniCa~eri LEG=0.26 vs frecuencia génica 
/-:-~~~: ~;;[:;\<:{~~~~-?~~-~~!~~-- r:-~;~·~ :: , -:~·J -- · /::_ ~ . _ ,:; .. ~ -. :-: ~~:-:/~-~::~\;~~~~~7fiK1)~r~l~:~:~~:~1~VJ}f ,~\,~~~;-{ ~~//.:-~~.,._· ,· :~ >·-: - , 

en controles =o; 16 (56 ); ·Estos datos difiereri'á los'.'ob'ifo'rvadóS':en paCientes ·de Sud-Africa 
'.._:· .. _" .~::~:\_}<:_:'.:-z/_ -:~·~'.:_·7}:~\~:·_::. -: .. . ' ___ ::\~:\_-~f!~:~'./~Yf~'.i~{fü~~·'.:

1

~~~~~~}}ff~~\~-~~::~:·;,··.:: : .. :~ -·,;": 
en quien~~'.;'ia '.'enfermedad no está asociada'~ééi~~~~füíi;A.'fi3iUYÉn el ·presente estudio la 

-. ;. ::: :_:·:~; ·.;~.:-.,::~:\:_, :i {:~-~ ··: ' . . . <.~.-.·:<o;~>:'..~~·-,:~~!~{~~'. ~:;~~l~J~·}~~~~~~~~Qftf]:~~t~·i'.~~~~!.%{:;~::~;' .. ~; ;·=~:~ ':\ ·.. • 
frecuenciarde .TNF2 no estuvo· aumentada ,\s1gmficat1v_amente ·¡en pacientes con LEG. 

:.-.:.t:··.~·_ .. ,:.~?~=;\_:.;,~:~;·; .:{_-~;·.- ·: ::~---,~-.· ... : _ _ .;: . .·· _. :"-·,' ::._,:~ T}~:;~:~-:-_)~~~r-:/t;~'.~>:f~;~;l·:-~~:_:,~.~-,:\\·'.~.~:-<.')t:~:_·._ :·.-:~:, ... 
Alguno~esfüdioshan sugerido qúe existefüefíe'desequilibrio genético entre el HLA-DR3 y 

;1 ~~i~!V0~\*~ff ~4{~t\'.f~~pift~i~lThW'io~~. "' ,;mplemente un ep;fenómeno 
delincrériiento'e1{la'frecueríCia'éle DR3'(86) .En contraste, otros trabajos no sostienen ésta 
-·.--: .. ~.'· ~: -~·:·_:~;r·:'. li~JIJ·d~~,~l:t'/~J;~:~/i/'.~:.~~:.'.:~\;,~<!{~:{~{.\f;>~,~;:.: :~:~Vf~{ .:;~.}-'.~}'.·; .. ~~'.¡~~::··-.~,¡. :·._.,. : .¡:·· 
hipótesis iy~éonclU:yen 'que;'él;TJ\TF2 'es un factor de susceptibilidad independiente de HLA-

.: "· ~-: :~~:~.;~ . :~:·~~- ~-?J;~~~-- ' ,; .- . ~ : ' .. : -. ... ·:: .. \ <~·~ .. ·:~~:·:·> ,,·~~;. '. ·.' ·:···: . . 
DRJ' [86]Elpolimorfismo en la.posición ...:.308 se ha vinculado con aspectos funcionales, 

principalmente su efecto en laÍ~sa ~e transcripción del gen de TNF-a (64, 88, 89) En este 
. . 

estudio se muestra la asociación del alelo TNFA..::.238 y el LEG en la población Mestiza 

Mexicana. Sin embargo el desequilibrfo,genéÜco observado con los alelos DRB1*1401 y 
-~~>: ·-:'-;: ,::¿ .-

D RB 1 *0301 sugiere qu~ Íi~te incii:rrieI1tb'd~ TNFA podría tratarse de un efecto secundario, 
. ---.~;;:,:.:,_}-~:~':::'>f·:··'"~~;,_:' "·'- -·---~- .. -~li;~~· -

resultado del deseq4iHWioAg~Ü,étcÍc~',,~ritf~ el TNF y los alelos HLA-DRB en los pacientes 

mex[~·v~f.l~¡~~~l'~~~j;~%~ort0ht~ mondono< que en lo• controle• " obmvaron 
diferentes ;'.patrones de 'desequilibrio genético, lo cual también sugiere que ciertas 

co,~bih:~i,~~f ]\;~~0Jenes TNF-DRB podrían ser importantes para conferir la susceptibilidad 

~ l~ cinÚ~á<lii<l!' R:ecientemente se describió una asociación entre el genotipo heterocigoto 
Lf:'\_:·, 

T:NF:'...238 G/A en pacientes caucásicos con artritis reumatoide y no se encontró relevancia 
•• ' j ~- .- ' 

funcional de,algún polimorfismo con relación a la producción o transcripción del gen TNF-

a [90]. Además de esto, algunos otros polimorfismos como el TNF -857 T parecen 
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asociarse cém:AR erípaC:ieriies que poseen alelos con el epítope reumatoide [91]. Existen 
.. _ -·· -~-·· . ,,. . : . 

otros polh1iorf¡~mil!;rnenfro del ~romotor de TNF-a que son interesantes para estudiar como 
- - - - · --. ·· ----.--". ~.---.~"e·; i}. -~ ··: .. ~.--:.' · :. -" ·· · 

-367, ~S57::~~~3;¡;y;;~10jl 'que podrían ser responsables de fenómenos funcionales y al 

mi•f o,j ¡~~~~f~j¡~;.. podero"' en el e•tudio de ooocioción eon enfenned•de. . 

. En_,;eLánálisis'ide;;haplotipos HLA-DRBl-DQAl-DQBl y TNF -308 con TNF -238 se 
->\: .. ~L -; __ , .:~_;;:.;~:i~~'._:J:!~~::;;1;~~f;~~}'.~~~;~_~y ~;-::_~:-~ ·- - -' -. -.:~ .-

observarorifd1ferentes combinaciones de haplotipos entre pacientes y controles en el 
.. ·~-Yi·-_,. :~~}F=~-:-~?};;l~~/_:~·:·; ;~- ·: ·'.· - .· . · , . 

cro1Uos~n'{~''.h6mólogo. En todos los casos las combinaciones encontradas en los pacientes 
' :-··: · · --~-.:;:tV~Vil\ltFt: -. . 

. con LEG'füeron raramente observadas en los controles o incluso no se observaron. Por 

ejen;plo se'. encontraron combinaciones del haplotipo HLA-DRB 1*0407-DQA1 *03-
'. .·.-_<-·: .· :,t: .' 

, DQB:do302con 10 haplotipos más en 14 pacientes con LEG, mientras que en los cinco 

coriifol~s con. este haplotipo, solo se combinó con otros cuatro haplotipos. El haplotipo 

·' D~;~·lsó1·:-DQAÍ *()102:-DQBl *0602 mostró siete diferentes combinaciones en el 

cromosonfa, ~bmólogo en 7 pacientes mientras que en Jos controles solo 2 de esas 
" :_ -·· •:,,_.<' -~ -' ,_.. . . .• :: ' - '· - - ; 

~ombi~~~·¡·J~~~~~ encontraron.Los otros haplotipos que contienen el alelo DRBJ*1501 
(,.-' _:;/_·:··-· 

m~st~~~bn ·~oml:Íinaciones que no son comunes en el grupo control. Con respecto a las 

~s,oéiaciones entre haplotipos de TNFA-238 y TNF2 -308 con los haplotipos HLA-DRBl

. DQAl-DQBl fueron más heterogéneas en los pacientes con LEG que en Jos controles, el 

. alelo TNF2 se encontró con más frecuencia en individuos que portan el haplotipo 

DRB1~0802-DQA1 *0401-DQBl *0402 mientras que en Jos pacientes el alelo TNF2 se 

corrÍ~~ih¿ J~on nueve distintos haplotipos, incluyendo el DRB 1*0802-DQA1 *0401-
,,. , 

.· ',- - ;;-:;:--_·/'·'-'-' ·,~·; ·• 

· DQB 1 *0402. 'Se observó un efecto similar en cuanto a las combinaciones con el TNF A -
' .. -. 

238. 
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Los datossugier~~ que la preséncia de haplotipos específicos ~n el cromosoma homólogo 

podría ten~r ll!16re~t~ aditiyo en la susceptibilidad genética a LEG. 
• ·--r ,~-o_, ___ ,._--· r --=- ·~·· .,,_ -- ' • -

La finalid~cl d~ '6ste\rabajo fue definir las propiedades y el orígen étnico de Jos genes HLA 
~ ';_· h, .:-~, - ~ 

:-.~·_;-~·º. - 'D 

o los haplotfpo~:ci~t~ri<lidcis que caracterizan a los paciet1tes con LEG; Es importante definir 
" -~- "~~~:;;~~~~-<~:f{:;_ .. :.·:,;:,\\(.<'.>i·_:. '~~.:.:~\:";~>::.::á:<:.< .- -.·r- · · '.-~--- . " :-:_-.. _ -: ~\~-.... : -..... ~:;-~~)} · ·<~:'~··. <-. -. -:-.. _ . 

·· .. las caractetjsticascy'discórdancias étnicas que clarainénte\;se;reflejan .én este documento 
-'._ --··:- ----. ::~::._~-~:-~--~~-?~?~~f~~;d/~~.;~;h~b~;J~~~:;~!~~:;~:i~-~:;·--;~{:,_{;·_.i~'.~'.---).~ -,_ --:- '_· :._-_: ;_:~::.~ < '':~--:~:{<~:~~&~:~.\~;,~~-~~:!h:::·f{:~~;:;_:_,-_;\_i, ' 
·.entre los ·pacienfosj'ccm~~LEG;:Jos:iridividuos;sanos y;~JCisiJiidígenas que nos dan una 
. . ; -.. '. -. . ;:_ :-:~'.-: ,::.· ;:\~::{:·.;~;~:~~-:-:~~T~~~~,.r~t~r.~~,SJÍÜ~)~:.~i!.f j ,~;}f~{~~TYt.f ~i-~:~~ ~~·~·:·:_ . -s··:: '~.:~: -~. ·::~y~~}~(, ~;~J/:T~i;f }~~:;t;;~~i~Í\~R->·~·~~a: ~ ~.:s;.:,: .· . 
·semblanza c1e;Ia;freói.i~ricia\de:8eri.~st.~ut<)~to.ri,()s:','Po(ejérriplo~eri :10s indígenas Mazatecos 

·_ -· .. : .. ;::. -.-.:· .;!_,~~'.;.;·;3{¿~i~t-fk6:~~~~~-:~~J~f~~:J~{~:r~~=~:~.;~~l~l~~-f 1l~~~~~;~~~t~i~:;1~:~;~~~J?·}'..::::~:fJ~~:~~~:~t~~~~~~;;I~l:~i~-:~~l.;~~~f:;:-~.:'. :~ ·> 
observam()s ~;l.ina'.J,frecueriéia;:)mportanteii;del·"}•haplótipéi';;<HDA~DRB 1*1602-DQA 1*0501-

'.·.:,--~· '.. :~~~:~~; -~ ;.~~~~~:~~\1~~~(t/-,~~;tl;e¡:;f~~~;J~1t~:~~i{~~'.~::t1~r1~~t~~?~~~-~·~~{,~1i~~l'.'.J0::::;~~;~;'.;:J.t~:.;·;<;~~~~:.;:.t;;~iJ·\:~ !~~;~f}:~n:~,~~.:t:.·::. 
DQB 1 ~030.l?es ~importánté{resaltar:.;que'.feste ';Iúiplótipofes':\:frécuente en poblaciones de 

... · ..••... ::. · .. ''f :?.:iih:;;~iri~,{.:t'i1·}~·tt~fü~(;:;~~; 1 ;:1@w~~~y;;;;sg~f ·f95!¡)~~J¡:i'.:Ji!''l;";:;~;~+:1:,;~::s'.~;; 
Arrieriridios?f[Q2)<93];';'EritSlos~~IríaígenasilMazafocos,.i;no {se' observaron cambios en la 
· ' . . . • .•.·.• ': ,:~~,:::~:,,; ~::~;iiN'.'.f i};;,'. ?);! N;( :y;:¡1i:'},;tt ::~f:~f (:0ft'0\~~~i.)t~·Hf11JY'' ·e;._: 'x'F. ·.· . . . 

.. hetérocighcia 'esperridá,"'16 cual póaría'sugerfr,'.qüe:esta.póbláción ha permanecido con una 
. . . . . . • .... : •. 5/::'.-N·~-~2F(1rii{f;~\~;;J:~}·~~j~~·T~,~~:~.~;,~;;~i\!~:~;;~)~"~'~;;~tm!\~ ,·z:: · ··. . · 

· baja tasa•'de inezclá'génétici(~;méstizajeY~c>r;IC,:áriteriór es obligado pensar que este grupo 

• éin;,Ji~~~~ii~j~J·~,z~~~~#'l~~¡~l~;~; :,,, mendonado' El anái;,;, de 

prevalenciad~cierto.s'dtgeriesHLA en Jos paCientes con LEG y en Jos individuos sanos en 

re~aCióñ.~~,l~~'.~clj¿~~~{L~i~requelos genes de susceptibilidad como el HLA-DR3, TNF2 
,._·;;.;::-;-.·.· ' .. "';' ,;:_~~ .:;;.·, 

· y TNFA?:podafu; haber sido integrados a la población mexicana por mestizaje con 

pobl~ciC>nes cici ofigen caucásico. Con Ja utilización del marcador HLA-DRB 1, Ja distancia 

ge~éti.~a entre Indígenas Mazatecos y mestizos mexicanos tiene un valor de 33.24 mientras 

que en relación a Jos españoles es de 78.06; Figura 5; esto nuevamente sostiene Ja hipótesis 

que los genes de susceptibilidad a LEG fueron integrados a Ja estructura genética de Ja 

población mexicana por mestizaje con otros grupos étnicos. 
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Figura 5.- Dendograma que muestra la relación (distancias genéticas) entre Indígenas 

Mazatecos Mestizos mexicanos y caucásicos españoles, en relación a otras 

poblaciones. Las distancias genéticas se calcularon utilizando el genotipo HLA-DRBl. 

Modificada de Arnaiz-Villcna y Cols. Tissue Antigens 2000;56:405-416. 

Otras poblaciones (aborlgenes de Australia, Islas de Pacifico, Orientales y Siberianos) 

Tu vi ns 

'-----Coreanos Orientales 

.------Mongoles-Khoton 
·Negro Sud-América ·. 

Ne1rroides 
r---.r-----San 

Houcntots 

Caucasoides 

Mcrstlzo l\lcxlcano · 
.---------Guaran! 

Toba-Pilaga 

----Mataco-Wichi 
Eastem-Toba 

Amerindios 
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CONCLUSIONES 

1.- Las poblaciones mexicanas, presentan una distribución similar de la frecuencia de los 

alelos HSP70-2A y HSP70-2B, aunque la frecuencia del genotipo homocigoto HSP70-

2B/HSP70-2B en la población Mazateca es mayor (17.3 %). 

2.- Los polimorfismos del gen HSP70-2 no están. asociados con la susceptibilidad a 

desarrollar LEG en mexicanos. 

3.- El alelo HLA-DRB 1 *0301 es el principal alelo de clase II en la susceptibilidad a LEG 

en la población Mexicana. 

4.- La presencia .de ciertos haplotipos en el cromosoma homólogo de los pacientes con LEG 

que son . portadores de los haplotipos DRB 1*0407-DQA1*03-DQB1 *0302 y 

DRBl *lSOi~DQAl *0102-DQBI *0602 tiene un efecto aditivo en la susceptibilidad a 
,.«,-; 

TNFG-TNF1-nRI3'i*oioi-DQAl *0101-DQBI *0501 

TNFG-TNFl-DRBl ~0407-DQAl *03-DQBl *0302 
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ANEXO 1.- METODOLOGIAS 

I).- EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO (Método de Fenol-Cloroformo). 

Soluciones: 
AKC: 

PBS: 

Cloruro de Amonio 
Cloruro de Potasio 
Aguadd 

NaCI 7.65 

8.29 g 
1.34 g 
1.0 Lt. 

Fosfato de Sodio dibásico 
Fosfato de Potasio 
Agua dd LO Lt. 
Ájitstar pH 8.0 

SDS10%: ..... . 

3.8 g 
0.06 g 

SDS, (Sodio dodecil sulfato) 10 g 
Aguá.ddlOO mi. 

' :~<. ,', 

NaCI f~Ú'.· > .. 
Nad"292g• 

· ,A.gmi'.cÍd f.O Lt.. 
' '·.~··.; .'. 

Tris Bas~-·-o.S·M·~,.--

TrisBase ·· 60.55 g 
Agua dd Lo. Lt. 
Ajustár pH8.o. 

Buffer TE: 

RSB: 

Tris HCI. ( 1 O mM) 
EDTA(lmM) 
Agua dd LO Lt. 
Ajustar pH 8.0 

NaCI (lOmM) 
Tris Base (10 mM) 
EDTA (25mM) . 
Agua 1.0 Lt. · · 
Ajustar pH 7.4 

1.57 g 
0.32g 

0.584 g 
1.21 g 
9.3 g 

Cloroformo Isoamílico: 
Cloroformo 24 partes 
Alcohol isoamílico 1 parte 
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Procedimiento: 

1.- ColoCar :ióml de sangre total anti coagulada ~on EDTA e~ ~n t~bo fálcorl de 50 ml. 
~ ,· . . . 

2.- Lavar co~ 30 mL de PBS, mezclar por inmersiónycentrifÚgar 10 Jiirí'~ 2000 rpm. 
'·. ··-' . : . - . . .. ,,,_, 

3.~ Eiilllinar elsobrenadante por aspiración con ~na pipetác't1iclando d_~ ntl arrastrar el 
- -

paqu'ete celufar. 

J . .:A~~gar hasta 50 ml de AKC (solución de lisis de g{ob~los rojos), 111ciz~lar e incubar 30 

.. > mi~ ~:té~pe,ratura ambiente en un mezclador. Ó~spués~ela incub:ci~n, centrif~gar i O :in 

a2000 rpm:T, . 
• ·,. i''c.r._, ---.· :;, 

·. ·. 5~~ Eliminar el sobrenadan te por aspiración. Repetir.el l~vado <le' PBS y ~~nhifug~r 1 Omin 
: .. '· ,_, ,' i; '.·~/~_-·:_:~/:. ~-J-t' '.:'. .. ;{_ .. ~,;·. ·,_·-.;~::· .· 

·! ,. - ,<', ·-. '.·.11 . . - :·-J~-~. :-,: ·::, • 

-. i ', ~ -

6:~ E}iminar el sobrenadan te y lavar nuevamel1te c'oll AKC, incuba;: l S mÍn''en mb'~imiento 

y ce~trÚ-ugar 1 O min a 2000 rpm. 

7:- Eliminar el sobrenadante y lavar con PBS y centrifugar 10 mina 2000 rpm 

8:7 EÚJTiinarel sobrenadante y agregar 3 ml de RSB, 100 ul de proteinaza K (10 mg/mL), 
- . - ,., . - ' - -

300hÍcÍf:'.sris10 %; mezclar e incubar 6 horas o toda la noche a 65ºC en baño maría. 

. . . 

Alsifiuiente~ía: 
-s~k~:r~enc~l con Tris Base 0.5 M pH 8.0, en una relación 1: 1, dejar reposar 15 min a TA 

ol~astaq~~I~s'dosfoses se separen. 

9._7 Á'ireg~r ~ ml de fenol saturado a cada muestra, mezclar vigorosamente y centrifugar 5 

min a 1500 rpm. 

,.1 O.- Con ayuda de una pipeta Pasteur, descartar la fase orgánica (fase inferior). 

11 .- Repetir los pasos 9 y 1 O del lavado con fenol saturado. 
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. . . 

12.- Agrngar 2 mldebufferTEy 5 mi de cloroformo isoamílico (cloroformo- alcohol 

isoamílico r~l~~ió,~34.:};L~ezclar y centrifugar 5 mió a 1500 rpm. 

13.- Descartarlllfase'orgáriica con úna pipeta Pasteur. Lavar nuevamente con cloroformo 

i•oamllico; m~J'*t~~m~~r S~in a 1500 ~m 
14.- Descartar la faséójgárlié:a:~úl •· .. 

-- . , .. - --, ~.-r .... ~-::0_.,_,.·.~1{,·1,"···"·. i.: ... i .. =.]~.·.--·-r-:·-c· 
.· . ,,..<_ ::}:~~~~::·:~~¿:\~;:-~~~~;.,·{!~~¿r: -'.:··---~·-_._ ~-~- .. ,,, . ;:·., -. :. ; . . :,, __ · 

15.- Adicionar a la fas~·.ac~osa 50'üI?eNaC,l 5M, ~ezCiar perfectamente y agregar 15 mi 

do otonol abwlut;{tl~~~~~i!i:~~~\tili~~~~~~: • • . ..· . . . . 
16.- Con ayuda de uria pip'étii; trarisfeíi(el,DNAa imtubo ependór y lavar con 1 mi de 

···-·: - ~->J·. ::·::·-·· ···,-'-:: ,\:~:·,.,~:;Z¡·,-{:.~ .... 

etanol al 70 %/centrifugar a 10000 r)Jm atiranté 5 mfo: 

17 .. - Eliminar el sobrenadante y resuspende; ~IDNAcon 2oouI de H20cldo b~ffer TE. . . . ' 
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II).- CUANTIFICACION DE DNA POR ESPECTROFOTOMETRIA 

Procedimiento: 

1.- Marc~r tubos eppendorf de 1.5 o 2.0 mL conelhÓifiero que corresponda a cada muestra. 

2.- Realizar una dilución conocida se Ja sigui~Jt~ fu<Í~~ra: · 
. ..: ·:.,.·:-\J:~~~Wft12rfSJ}_i~~&:~:;\t.:. . : . . 

Para hacer una dilución 1 :200, tomar7~_u1'-de1pN~;en solución y adicionar 995 ul de agua 

dd, me"!"' bien. T.mbién 'º pu~~t~~~i~~~~~[~~'~º<nº 1
0

:100 o 1 :250. 

3.- Realizar Ja lectura de nuestra;'dilución,er(un~espectrófotómetro de luz UV a una 
/<t.'·".::,:'~~?<¡'.}{/' ''.~".:,~·::~.'~'.·~:'{:.fr;y::>·~.Yj';' >.~. ~ : . 

longitud de onda de 260 nm.,·,_ :v~. :.:w·i )> ' < ; 
4.- La concentración se calcuiac¿;r(J~ sÍgui~nte fórnÍula: •. 

. i·~f.)\~~t;:~;)~;' ··~·:(:· :· . 
Conc de DNA n'giui#.(A:'<Z_60nm) (riilución) (50) . 

.. , ,·, · .. ' . '"~:/.?< ,,.~·· ·'. 

5.- En base a esta cua~Úfi~~cÍÓn se puede ajustarla concentración de nuestra muestra, 

generalmente a .100 020~ ngfuL · 
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N).- TIPIFICACION DE HLA-DRB, DQA Y DQB. 

METODOLOGÍA: Reacción en cadena de la polimerasa e hibridación con sondas 

específicas de secuencia (PCR-SSO). 

La tipificación genérica de HLA-DRBI, DRB2, DRB3, DRBS, DQAI, DQBI se realizó 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa e hibridación con sondas específicas de 

secuencia, con el equipo comercial Dynal RELI SSO HLA. Esta metodología consiste en la 

amplificación de una secuencia, en este caso se amplificaron los exones polimórficos de los 

genes HLA-DRBI, DQAI y DQBI con oligonucleótidos biotinilados. Posteriormente el 

amplicón marcado con biotina, se desnaturalizó por alcalinidad y se realizó el proceso de 

hibridación con sondas específicas de secuencia que se encuentran distribuidas en una 

membrana de nitrocelulosa. Finalmente se lleva a cabo el proceso de detección con la 

adición de un complejo streptavidina-peroxidasa y posteriormente peroxido de hidrógeno y 

TMB (tetrametilbencidina) para generar una reacción colorida en donde hubo positividad 

para la hibridación, Ver esquema. 

1.- Amplificación (PCR) 

DNA blWJco (PCR) 

-7 ~ 
~ 

Amplicón biotinilado 

2.- Hibridación 

,7"'--

Sonda FY Amplicón 
¿ ~ , 

Nitrocelulosa, SOºC 

fTI Estreptavidina 

~02TMB . 
3.- Detección 

Nitrocelulosa ~";Jl~;;;;;;11;;;¡1g1o•t;;;;Jlr;;77 

e TESIS CON -¡ 
FALLA DE ORIGEN 



Procedimiento: 

1.- Prender el tennociclador PE 9700 unos 30 minutos antes de su utilización. 

2.- Programar el quipo con las siguientes condiciones de PCR: 

95ºC 15 seg. 

60ºC 45 seg . 35 ciclos 

72ºC . 15 seg. 

3.- Prepamií~.~~f!~~~~(~i{~~\~~;,~~~:~:;~pffo~dai~bo de mue.ira, 
enuntubo,de,PCR'de' 0.2ml;C.olocar:'.10 ~l d~master MIX, 5 ul de MgCL2, 8 ul 

de H20 y~Í~¡éJ¡J1~~it~~i~~1~~~~c~i¡_.~ni~~~¡i·. 
4.- Agregar2 ül •. cleD~A.aúl1acohcentiaci:n dé:~10o·ng/ul.y mezclar por pipeteo. 

5.- Si ~s ~e~e~a;i~ :~;~iZ~;~~~}~!~r~~~it~;Mi~he;~lpara evitar la evaporación y tapar bien 
, :: ' ·,._-.~·; -: :_,,_>-;:: .. -; : 

los tubos. 

6.- Colocar los tubos en el terrn~ciclador e infoiar el programa de amplificación. 

Hibridación: 

7.- Precalentar el horno de hibridación a 50ºC. 

8.- Calentar 50 mi. de buffer de lavado y 50 mi. de buffer de hibridación. 
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9.- Agregar 25 ul de solución desnaturalizante al tubo del amplificado, mezclar bien e 

incubar por 15 minutos. 

10.- Colocar una membrana de nitrocelulosa del equipo comerciii:HLA-DRB o DQA o 

DQB en el contenedor para reacción y agregar 2 mi de buffer de hibrldación precalentado a . : ' ,~. . . '. 

50ºC. 

11.- Inmediatamente agregar el volumen total del iuho cdii ~~amplificado desnaturalizado, . . . ' . . . . . . -· . . 

colocar la charola de reacción en el horno de hibri,dación,a50º ~ ~n~ovimiento durante 30 

min. 

12.- Después e la incubáción, elimiriar 6i sbbrénidante y agregar 2 mi. de buffer de lavado 
.'. ; ·~ ' ; ' ; .- :' ·~<·' . -~ ... f' :¡ 1 

. ª temp7r~~;r~:,~mrl,:;.t?·.~~i~~t:~i-t1Xmiij_jf~X:~.1i~.i~n~~e~--~ºbrenadante. 
13'.~ Agregar 2,mp ,dehuffer de' lavaao:¡jre~ale:1Jfado'á 50° C, e incubar durante 15 minutos 

en el. ho~~-~-~Ai~"ti~~~{¿~~~¡J'6~(2.·:,f;¡. ···;-,' ci:;•···~'.;·~·- ··.:.· 

::;~f ~i~f~~~V!~~~I~J~,~[]~~jt:~d'.o '::;:.e:,e 
3:a~1 e~0nú::le~: 

muestras_~-~·~·~J"iÍ~~;;~~~bir~~i~§:·.)(._i-~~: .• ·_,~---.:,· --··.- ·· 

15.- Temii~~~i~' l~1 iri6ubaciÓn Ci6 buft~r •(i~ ·¡~~ado a 50º e, eliminar el sobrenadante y ......... -.. ; .. <:~·;i: :-:~'.> , ·;x: . 

agregar.J.i'.111~.}cle la mezcla estreptavidina-peroxidasa. Incubar durante 15 minutos a 
'~'.·;,':>;~-~;-: _ _...:.-~. 

tempenit_l.l~a aritbi~nte en movimiento. 
. ,· ' " .. ~ 

.. ·· .· 

16.- Eliminar el sobrenadante y realizar 2 lavados con l.1 mL. de solución de lavado con 

incubación de 5 minutos. 

17 .- Realizar una incubación con l. l. mL de solución de citratos durante 5 minutos en 

movimiento. 
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18.- Para el revelado,. ~~~gar '9jj ul 'de> soJuCión A y 233 ul de solución de 

tetrametilbencidiria; in~Íib~;:ell~rn6vimiehto~duranfo 1 (), mfoufos, .cubriendo Ja placa de la - - - - -- - -- . ··?-,.J~'?T .'"',~ .. - _- ·---- - - - -- - -
·> :: ·:.:::.':· 

luz con un papel al~mfniÓ'.i)\. ;p ·.· .::; . 
. ·.J-._ 

19.- Realizar Ía )llte'rp;¿ta~Íóll de cada una de las membranas de nitrocelulosa 

introduciendo el ~~t;ó~,á~ b~ndas positivas en el software que es enviado con el equipo de 

tipificación dé HLA (Dynal Pattem Matching Program). 
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V).- ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL DE AGAROSA. 

METpDOLOGÍA: Separación de fragmentos de !)_~1: en : un campo eléctrico. En este 

proceso se podrán separar fragmentos de DNA amplificado en un a fase sólida (agarosa) 

tras la aplicación de un campo electrico. Lá'moiÍff~iJ;~,l~~~~oforética es inversamente 
~., . -.. Y~~:.,{tb(_,:_~>'.~:'~:~f~·:·-~:: __ :·~_,.~~" .. :'._~>~_-_, 

__ proporcional al tamaño de cada molécula, e~icte'~'ir,Úci~~rdkJri~~tós más pequeños migrarán 
,~ ,_: -----. -::~---- .·-. . . . ·;\~j~:~_:Jfré:~A:~~~:'.;·i~}~~~~-.;):~R~-)~~::twi:;:-~;;;)'.:·~- ~1: <· ::' 

eléétroforéticamente más rápido qué:Jos::rragmenti:)s0pesados. El DNA está cargado 
·:., <··_-"'_,. >~~::~:--~.?<-- .. <:-, ,· .. -,._ ~:--.. ~ ·. ·-:~_;_.~·-:·:·:~id(J~fI.:\~pg~~-~~~\r~:.::7p~L,;-~¡~~\~\~-ú-)\·.; <- . : .. · , 

negativamente por lo que al.aplicar una'éorriente eléCtdca;" d DNMAmigrará en dirección 
. - ~~- : .. t_::· ~)~B.::~:<~;~~~~}!;~}~¿;Ji~~-W::~~\~)~~1~:..>~,;-~~;:_~-~~:1:~tr~:;.~_:~·;t: ~:-;.~.f~:~;,~:-~{~f~f TI?-;::;~~--{)~~~~---. ~~i1~;-~/-_:_:-~:~ ... ;· .. ·.~_:::. ~:> ... :- / :.::_ .... :: .. 

al polo positiyci\dé;lá cámara, oe électrofor!'Jsis ... Esto se háce: con la ayuda de una solución 
·-- ; >0:t:~~j>~:{fi~~::,_}:~}~7!:E~~~:-:/I~~:{:::;~~~;, ... ~:: '.::1:f-~~ :/:;~:~·~';;.~:::':. '.-:~.~· ~ ~ ::<;, . _:. :-.·. -. . .. , .. 

con alto. confenidoi§niéci como'la ·sólu'cióri TBE. 
">".i:,: ·;:~--,.-_;-7~· J ", ,:_-i,-,:,_;: [;'·,·· .~ ... ·.:_:;~ 

REACTI\Tos: , ..... /\ ; :' l • 

}}·~·':~: '··:' 1! ;:<:\(:> -~:<.> _ . .-,-.,:_,·:./'>• 

-Agaros~,airic1~'.i\101¿c~lar (Sigma,· Aldrich) · 
.. . '·'''-" - .. ,., -

-Solucióri <lci:e16c'tr6foresi~ TBÉ 1 ox: 
' 1 • • 

Trl~-kCJ 
Ac:Bórico 

EDTA 

H20 

-Bromuro de etidio lO mg/ml. 

Bromuro de etidio lOOmg 

ddH20 10 mi. 

Mezcl.ar. El bromuro de etidio es una sustancia con alto poder mutagénico, deberá 

manejarse conguantes.y deberá. evit~r~~ su inÍial~ción o contacto con la piel. 
. . . 

1.- Preparar el m?lde donde se solidificará el gel con los peines debidamente insertados. 

2.- Para preparar un gel de agrosa al 2 % se pesan 2 gr. De agarosa de bajo punto de fusión 

(Sigma, Aldrich) por cada 100 mi de solución TBE a utilizar. 
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3.- Colocar la agarosa y la solución TBE al 0.5 X en un matraz y calentar hasta lograr 

ebullición. 

4.- Agitar continuamente el matraz durante la ebullición con la finalidad de disolver los 

granos de agarosa. 
- . t 

__ 5.- Cuando se observa que la solución esta transparente, erífriar al chorro de agua, durante 
- ,• - . .- .. ; : . '.. .-

unos minutos hasta quelaSoJubiÓn se'.aproxiiné·a¡¿~ 550 60 ¡,':e:' 
,'' .·.-:: 

6:- En una campana de é~Írac'ciÓn~ _agreg~~ '2u{': d((brC>im.lro cÚ: etidio a una concentración 
, ; ·: ~ ~~:-~·~:.~-<~::,:h~:~~r~f T~~)~~t~-Vi~j'.ti·:.(~:~;;:;;~::~'.:5tb.\:-~f:i-~;~---~=~~:i~:::-:·t~;~~~·::~ --~~/~\)-~}t~~·::;:E~: .. :, :.::{:\: };;{; .. :<::?/ -· ::~?:: __ :. : : :· - ·. 

de-1 O mg/ml: Pc>i- cada~lOO)n!'de'geJ;'Mezclar biéri:', < 
' ' _- :-,> ;~/ :~·::·.~'.¡'.:_· ;·L:.?:~~\;~~'.:E~K~;~~~~~;<JJrd>;-:¡t:~,;~~:;g;;:::·.~~)},~:~r~?~~!~;(\~i}~·-.'.;:;j~~), ~--~~:Y~:~: -:'._:;~;\::::_::~ '~\~ -: ;\·_~/.: .. _;·-;·· --~ ::' .'. -~-~-> ' , ·'. 

7 ,'.' De. preferencia' dériti'o 'de Ja'.caínpana de' extracción, vaciar d contenido del matraz en el 
_ -~ · _-.'_: .. ::· ;;~:~~ ~-:i\~_;-~·i;~~:~~t~~\!~i~~~):~~:J;~~~f;;~f .. ~:~i~~~'.;;:·~J~!:~~:~~:~i:~:~·~;~;;;,~.'.~;=~ .:~;~;.~.,;: . .- ~·:: ~:r.-... '~-~ ... '.~::· ... ; :·. <:".- ,. ; ... :: .. : · · 
molde de lá,.cáiriara''.de electroforesis' y dejar solidifiéar el gel durante unos 15 a 20 minutos 
. -. ··. ~ '.::;.: ·. ~:~.:~:;~;~i~f.~~?~-~:L~~~¡·~::::~:: .. '.~:>'.i~~;~~'.--:r.~f\'.:_~.~·:~ ;-:/}:~ ·::~~'.~<·:!·. . .. . .. -- . . 
a temperatura ambiente,' ·::¡ ,. :: :: : 

, :c~'}t~ ,:H:c1:,·t¡.\~+;·,'r. n:c ',t' : . __ ._ _ -._.- _. _-·-- .. . 
8.'- Cuan_do·1,éLgél ésta;solidifiéado, retirar cuidadosamente los peines y colocar dentro de 

. una cám~;i,~b ~i;~~~~'.f6'i!li~11irizontal con solución TBE al 0.5 X. 
>' ' .. '~. ,}:> .. ~-.·~f~J;:~/f'::~'!:\}, . .'~:~~~:<•".;;c:::' • • r • 

9.- Mezclar el amphficado en una relación de VN con soluc1on de carga y depositar esa 
-<.'.~'.',· _ j;! 

mezcla con cuidadb 6r{ cada uno de los pozos del gel y aplicar corriente eléctrica basado en 

los lineamientos que marcan la cantidad de volts por cada cm2 de gel. 
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VI).- ANÁLISIS DE POLIMORFISMO DE HSP70-2 

METODOLOGÍA: .PCR-RFLP 

El polimorfismo del g~n HSP70-2 eri la posición 1267 se determinó mediante reacción en 
·, 

cadena de Ja polimerasay.·,corte ... col1.;Ja;eríd°,nucleasa. de restricción·Pst· l .••• ·s; •. utilizaron .• Jos 

'1""1º"'º'cº)\mYJ~i~~~~iJil~~~~;.tl*~5?1}3~~~\~~~1~{fa:~~~f ;~~.,~J~, •. s·, 
CATCGACTfCTACACGTCCA~3 ~.(y. 2) 'nú'é!éótidos ~2 l 80~2199 · dénfro'·• de la región 

· • 1 : • :D/;¡;;~'..; :,:t1:;:&~.:;~1:;s ·~:':; '.i\/ ; i' .;;~f ''íf a.H{ 'i'.0\:;;;é,: i:::: .· · T ··\ .. , ·. ·· ·. · · · ·· · 
terminal ·3.'.q~~·'.~? ~-~Jf#ll~~.ti~.~j 5 ~.-:~~(}.~.~9TTGJ\?T<;::C:CAAC~3 ' .. 
Procedicii~i{{~;f~i.: tf~H;~ ; .. ·: ¿ !· •··. · ··. •·. > 

(dATP; dGTP; dCTP,:dTTP) ·1.25uM: 

Buffer PCR'10 xt 
Mgcúis'.~: > .... 

. ' ..... 

OligonuC!é~ti~~ic~o uM) · 

(5'-CATCGACTTCTACACGTCCA-3 ') 

oíigonu91eiti<l~>(·_~1eur:1). 
(5 '-CAAÁÓTcCtfaA.a-fcccAAc-3 '.) 

Agua dd • 

Taq DNApollmerasa 5.U/ul 

DNA genómico 100 ng/ul 

4.0 u! 

2.5 u! 

1.5 u! 

2.5 u! 

2.5 u! 

10.5 u! 

0.125 u! 

2.0 u! 

2.- Colocar Jos tubos de 0.2 mi de PCR en el termociclador. En este caso utilizamos un 

modelo Perkin Elmer 9700 ( GeneAmp PCR System 9700; Applied Biosystems). 
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Condiciones de PCR: 

94º e 5 min. l·ciclo 

94ºC 1 min. 

56° e 1 min. 35 ciclos 

2min. 

10 minutos 

4º e 00 

3 . ..: Verificación de amplificado por electroforesis. en un gc::l de agai:osa al 2 %, tenido con 

bromuro de etidio. La bancla de amplificado que se obÚen~'es de JOTpares de bases. . . ··' . . t .;,.. L· ;(., <' . 

. ·;··:.:t· · . . ... ·. .·· .•... "· <•· ': .. ·:.0!J'.:;;D·.A~::~:;t.,·1:··:!j: ·· 
4.- El proceso de digestión con la endoriucléasa:dé resti:icción'.Ps(I se realiza de la siguiente 

·-::./:'.,< .·~.<-· ,·,' .. ,•.·,·.· .. :·-', - - . - '~ :_ ;·:.~:·:-:~,-::_:;,:;: ~'.'.{ .. ·.~-.;,·.·.··.·.•.·.·.·.·.·.·.·~-•.. -t.·.:.: -· -· · - ·. _" -._ ;.;;~;·r·~-¡-,· 1, :;: 0';'.;;;;_; -:;-. 

manera: '•'. i<'. l\ ' · 2 ·, < .;;'.'. ·i:h;1~~'.jJt '};t'',•;> 

a) "º ~~fü~¡~f :lf~~~~\l~W~~\l~;i~i?~!\ei°:c~ Ü1 dé Pst r, Buffe• de la enzima 
· 2.ou1, ~gu.~o.s;u1 y;rs:ul'd('amplificadó:\.~ .-· 

b) :,:i~¡t¡~~{j~~~§~~~f~'Q~1~~¡~d~ aoeite minernl a oada rubo de 

o) · fnou~a'.~.3,J ... f.;;.P.:;;~f rf;.· .. ¡~~.:.·.} ..... :~ .. ';t~~fº en un horno de hibridaoión, durnnte toda la 
noch~. f · · 

d) có~b~~1r1·!f~~fjff.:.iodón Pº' eleonufore•i• en gel de agaro•a de alta 
resolilción~'1 2:.5 % (Agarosa 1000, Gibco, Life-Technologies). 
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e) Interpretación: La ausencia de .. sitio• de. corte para Pst I en el fragmento 

ampliJicad() gen~n(Ún;pro!lucto d~ 1 Ú)Abp.~espués de Ja restricción (alelo A), 
-- -- ,~ ... -~. - - --.. -·_,---- --. ; .. ':·' ,- " . - . ' . ' 

=~~~~~~~}~lJf !J~~~·~lt~~~{~¡~~,~~~r~::º::;.::º' 
Carril•l: Hete~o'cif ot•o~~sp;o~2~A/J3.{Ll•L7,'.;936>f.18 l.•· pb ); Carril 2: Peso 

m~Ie~~Iar;'.}~a#~··;·;i.'~~~~[~~{~g~~\;?z~§~i;*~c/jyf· (1.117 pb); Carril 4: 

Hom~cigoto HSP70*2 B/B (936 y 181 pb). 

2176 
l 76<> 
1 :2 30 
10~3 

l :54 

A/B PM A/A BB 
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VII).~. ANÁLISIS bE POLIMORFISMO D~L PROMOTOR DE TNF-a 
. - .. · , '" ,., . . " ' . : ' ' . -· ~ ' . . . . . ' 

· (dATP, dGTP, dCTP,,'dTTP) [1.25uM] 4.0uL 
·.'.-.·-:: ·°":'"'·''. ,_. 

Buff~r :Pc!l·fo:x:. · '·"· · 
·._ .. :.;_._:,._: .. > 

•<~ ... -: -t~~,:,_:~;-·-~·¿",-.,-- -·' 

2.5 uL 

1.5 uL 
. -:¡;:. -~{~}· .. --.~.-~ ,::_;/:. 1_ :·' 

· · 01igorniC:1éóüCió'Tt10 ÜMJ 
. -- •: '- - . " -- .. ~i r . 

-';;:;·;.:- .: 

(5'-GAcf9,~AA T_AÜGTTTTGAGGGQCAT) 
.·-~;~~:-~;-~<)~< .,._~-

2.5 uL 

2.5 uL 

10.5 uL 

0.125 uL 

2.0uL 
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2.- Colocar los tubos de 0.2 ml de PCR ~kel temidéiclador. En este caso utilizamos un 

modelo Perkin Elmer 9700 ( GeneArilp PCR s~~tein 9700; Applied Biosystems). 
- --=- - - - - - - -- -_.~·-· -- ---· -- - :"<~'·:· .. -;~::-:·-. - . --- ··-

Condiciones de PCR: 

94ºC · · 5 .minutos 1 ciclo 

94ºC 

60ºC 40 segundos 35 ciclos · 

72 ºC 40 segundos 

70ºC 10 minutos 1 ciclo 

4ºC. 00 

3 .- Verificación de amplificado por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, tenido con 

bromuro de e.tidio: La banda de amplificado que se obtiene es de 107 pares de bases. 
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4.- El proceso· de . digestión con la endonucleasa de restricción Neo 1 se realiza de la 

siguiente manera: 

f) En un tubo de 0.2 mi, mezclar de 0.5 uL de Neo 1 (Gibco BRL, Life 

Technologies), 2.0 uL de Buffer. dela enzima y 0.5 uL de Agua . Finalmente 

agregar 15 uL del amplificado. 

g) Para evitar la evaporación, agregar una gota de aceite mineral a cada tubo de 

reacción. 
·.· · .. · ' 

h) Incubar a 37 º C én un baño inaría o en un horno de hibridación, durante toda la 

noche. 

i) Corroborar, el patr~~··,~~:~~stricción por~élecfrofo~~~is en gel de agarosa de alta 
••. .\''O·, ',,;, <> ·'' \<'•·•!i?'. 

resolución al 2.5 % (Ág~~o:~:~· 1000: ;ciibc6,; Li·r~:.:f~chnologies).o en un gel de 
' ._v__ ," •'' <,"• • ",• ,• • .:::~ ; ; ""• :':, •' ' 

poliacrilamida (Sigma Aldricih) ~o desn~~uraÚzant~ al 20 % de concentración. 
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j) Interpretación: 

Las bandas de ª7 y 20 paresde bases definen al alelo TNFl (si hay corte}, mientras 

que la bada de.107pares de bases define al TNF2 (no hay corte); por lo tanto en 

cada caso tendr~m~s un patrón de restricción particular: 

- -~ -· - . 

Homocigoto TNF-111: 

.Hete~oc~go!:\) TNF-112: 

HomoCigot~f 'fNF-2/2: 

Ver Fotográfia: 

107 bp • 
87 bp • 

bandas de 20 y 87 pares de bases (pb) 

bandas de 20, 87. y l 07 pb 

banda de 107 pb (No corte) 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 101112 M 

Nota: si se observa las muestras 17 y 18 muestran las bandas de 20, 87 y 107 pares de 

bases por lo tanto son heterocigotos TNFl/2 y el resto de muestras solamente muestran la 

banda de 87 y 20 pares de bases por lo que son homocigotos TNF 1/1. 

TESIS CON 
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VIII).- RECO~STITUCIÓN DE OLIGONÚcLkÓTIDOS:. 
- - ·- .· . . .' .. ·, -·· 

1.- Ce11trif~gaE él tubo durante unos segundo_si 1b.o.~o rpm. para llevar el DNA al fondo 

del tubo;· 

2.- Destapar cuidadosamente el tubo y agregar 200 ul de buffer TE (10 mM Tris-HCl 

pH8.0, lmM EDTA). 

3.- Dejar hidratar por 2 minutos y mezclar vigorosamente en el vórtex unos 15 segundos. 

Se recomienda almacenar los oligonucleótidos reconstituidos a una temperatura de - 20 º C. 

NOTA: Los oligonucleótidos reconstituidos en buffer TE tienen una estabilidad mayor a 6 

meses a -'-20 ° C. 
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IX).- CÁLCULOS PARA AJUSTAR LA CONCENTRACIÓN DE LOS 
- - . - . . . 

OLIGONUCLEÓTIDOS A 10 uM. 

1.- Se torna iniéialmente el valor de cantidad total de nmoles que se reporta en la hoja de 

datos del oligonucleótido. 

2.: ./>..partí~ de los n moles totales, se calcula la cantidad en priloles, multiplicando X 1000. 

Ejemplo: 90.38 nmoles X 1000= 90,380pmol 

3.- Se obtiene la cantidad d~ pmoÚul, dividiendo la éantidadde pmol/ el volumen en el que 
- .·· . - ··.:-·T<::·;:;.:: ·,~···: .. ~--:-.,~-;-.;::·:,;,:;; _ _,:i~~~t ... :E;-.:: ···<~f--_-.-~\·-' - --· . ·o. 

fue .disuelto el oligonllcleótido (20ü'UI):.·.•··· 
, . . -·t. -- ,1-. ·.-. - .- .. ,?· -- ·:; :: . . ~ ;: . '· _, '. · .•. -/· - -· ·.·.; 

4.:-Toma~l8c~(á~1Stü~~d~~~Í·i~o'~n~variios al volumen final equivalente a la cantidad de 
- . -- "'~ -.·• ,. . ' - ' \ -· :- - - . ~ 

.. · .·,·-e-·--; . .:·:. . 

. pn1011u.1 c~naguadcíó~uff~rTE. 
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: ·- . ,,. - . . 

X).- DILUCIÓ.N DE DES,O)áRIB~NuCLEÓTIDOS 
Concentración finald~; e 1 :2S uM. - . 

·- '.-O-'-' -o--·----=,--·;-;'..-.,-,-'..;~- --

1.- Tomar un DNf~ sef(~:x2s()·'til;25uM cada uno) y juntar las soluciones de los cuatro 
-. " ·' ··-~ •' . " ~~' -. -'~)''' ,'_ ' . •"' '.; ' '·-: -. - ' . . . 

desoxiribonucieÓtia6s i~~ ~'h'tGboCfal~on de so mi. 
·,<,~s~ :>-)< :>--' 

2.- H~ceEl1ri~~!1ªc::JA11J:29_c:ónag1Ja destilada, mezclar bien en el vortex. 

3.- Haceralícuo¡as.cle 500ul y congelar a-20 ºC. 
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ANEX02 

FORMULAS ESTADÍSTICAS UTILIZADAS 

ANÁLISIS PARA POBLACIÓN NO RELACIONADA. 

1.- Frecuencias antigénicas y génicas. 

La frecuencia antigénica (FA) es la proporción de sujetos del total, que son portadores de 

un determinado antígeno. Esta se calcula en porcentaje. Ej: si dos 2 de 100 individuos 

tienen el marcador B27, la 'frecJen~fa al1tigériÍÚ s'¿~ll,de;'2;%.i;' ;\ ; ' 

La freou~ndagé~~~~m~,.?f ;~f ¡~~(~~~} ;·~%\~,~~Í~.~~~';~\~ma on númorn• ah'º''"º' 
mediante la fórmula dé Halda~e ~Jya fonmíl~ es la siguiente:· 

FO= 1- V 1-A 

2.- Tabla De contingencia de 2 x 2: 

Cuando dos grupos serán comparados, es necesario utilizar una tabla de contingencia de 2 x 

2. Esta tabla se requiere para el calculo de la significancia, riesgo relativo, razón de momios 

e intervalo de confianza. Una tabla de contingencia puede tener dos o más renglones o 

columnas pero esencialmente para estudiar asociaciones se utiliza con 2 columnas y 2 

renglones. 

Alelo 

Presente Ausente 

:::::t1:: ·11-ª-c-• .... -·:-· ·•----... -, -··+1-:-.--------1 
a+b 

c+d 

Columnas Totales a+c b+d N=a+b+c+d 

111 



3.- Prueba de Chi-cuadrada: 

Para calcular la Chi-cuadrada para el mismo dato se construye una tabla de contingencia de 

2 x 2, se colocan en cada casilla el numero de veces que ocurre cada evento y se calculan 

las frecuencia esperadas. La frecuencia esperada en una celda es el producto de el renglón 

relevante y el total de la columna divididos entre el tamaño de la muestra (gran total 

N=a+b+c+d). La diferencia entre los valore.s obse.rvado~ y esperados (residual) es la misma 

para cada celda pero con diferentes 'sighbs :(: o +). Esto significa que es una sola 
'~ ' .,, ·.· .. ' ' 

·· observación independiente en vez de'.'du~~i;''~b~:un 'wado de libertad solamente. La Chi-
• "e .:· .,·, < - ... 

cuadrada es la suma de diferencia 'e~t~e la frecuencia observada y esperada (O-E) al 

cuadrado entra la frecuencia esperada para todas las celdas. 

X2 =E [(O-E)2/E] 

4.- Prueba exacta de Fisher: 

La corrección de Yates puede ser utilizada para hacer ajustes en la continuidad en casos en 

los que se realiza la prueba de Chi-cuadrada con tamaños de muestra pequeños. Sin 

embargo esta corrección. no elimina la necesidad de contar con frecuencias esperadas. Las 

frecuencias esp~radas en cada celda de una tabla de contingencia de 2x2 necesitan ser al 

menckli!'s para qu~ la prueba de Chi cuadrada se confiable. En general se considera que 

hay una frecuencia esperada de uno o más y menor de cinco o menos una prueba de 

significancia alternativa y confiable es la prueba exacta de Fisher. El resultado de una 
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. . . 

prueba exacta d~ Fi.sher usualmente es sehíejantci a¡ ~alor de .chi-cuadrada cori la corrección 
- - - . - .· . ., " ; . . . . -·~-. . . . 

-.- -.'-: .-·· .- -

(a+b) ! (a+c) ! (b+d) ! (c+d) ! 
p= 

n ! a! b ! c! d 

5.- Calculo del intervalo de confianza 

Cuando un valor, ya sea una proporción o una razón de momios obtenidos de una muestra 

es el estimado de un valor "real" desconocido (dentro de la población de donde la muestra 

fue tomada), el intervalo de confianza en. este tipo de casos puede ser de mucha utilidad. 
' ' ... . . ·... . . ~. -,_._ . ,_;· 

- .: _,_. 

saber.si solo es<clifefente a céro. ·.· 

Un intervalo de confianza de 95 % de la diferencia entre dos proporciones puede calcularse 

con la siguiente fómmla: 

ES1tt = 1 /n [(b+c)-((b-c)2/N) ]112 
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ANEXO 3. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

FORMATO DE CARTA DE CONSENTIMIENTO 

PROYECTO 

"GENÉTICA DE LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO EN PACIENTES 

MESTIZOS MEXICANOS" 

Resuinen del Proyecto: El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad 

autoimmune '.que. s6. ,:2~~a~t~~iza. por afectar diferentes órganos y por la presencia de 
.-;·.· 

anticuer¡)os dirl~id6S~ónt;ki'fiuchas·6st1Ueturas celulares. El o los motives por los cuales se 
" - ->~,::.:; :;::/;~{"'..--:~-;~\;{)~:::{~{<~;-~IJ.f f}j~{~~~~,f ~~~;i~;:~::~:);~~~~{;> '/::. . - . . . 

desarrolla esta enf~nne1~d nc(se,conoce bien. Sm embargo los mvestigadores han centrado 

su atenció~~;e~;,¡i~··~;;~f~~·~'~~~¡t¡~b~ que son importantes en el control del sistema 

inmuno·l~gl~o.;'€~ilÍ~iris pre~i~s en la población caucásica han descrito la asociación de 

LEG con algl!nasvariantes de estos genes como el HLA-BS, DR3, mientras que en otras 

poblaciones como la Japonesa, la enfermedad se ha asociado con el HLA-DR2. en algunos 

casos la genética de esas poblaciones ha complicado la asignación del verdadero o de los 
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verdaderos geries responsabl~s de Ja s~sceptibilid~d. Algunos estudios realizados en la 
--· - - .... _ - . ..' ·. ','- . . 

población m(;lxi'.ca.11a.~ostit;:~en qu~ el I-JhA:-D~· (!!jt~ a.!lgcia,~o con la susceptibilidad a LEG, 

sin embargo,. aÓ~Ji~y pocos datos acere~'., d~ 'ii·~~~~étici~f d# LEG en los mexicanos. Es 

importarit~ rkbo~áiPque··1a poblaCión .mestdii·~~Qt~~~~!s~i.'~º,,',:~rormó por mezcla genética 
.. ···-!.._·:;> ~( -~~:'.','. 

entre Inclígerías)~lltóctonos, Españoles y Negros .. ELob]eüvi{<lé este proyecto es determinar 
--,-------·.-e;-.·.~;' ·-·.-, ,- . . .- ·'\ -- ''<'o::;:·~""··._r:::··,_:._·/~~:~~·. -

el papel'cle los genes del complejo principal clé hiiÍo~h!lipaÚbilidad en la susceptibilidad a 
- :· ''.<¡ _;;·' 

LEGen'Iapoblación mestiza mexicana. >;:' 

Su participación en este proyecto consiste ci~-':dJ'dar¿~n~ p~quéña cantidad de sangre 20 mi, 
~ .. ·' .-1-""> -. ; -~ ... 

lo cualserVirá como fuente dci ~u'Jriifi~;~r~l;k~i-i~iico. Toda la información obtenida de este 
: -.' · ; . · "e· · , ·.-.. é'.• ·, ·/<-1;.-'"-~,:~· ~-;,··.··:'"':u> .,.,~. <-'" ·-. 

estucli~ será boüfi<l~~riiMy'íi~:óbt'~~·<li~;riÍ~giló beneficio persona1 a partir de e11a. 
· ... -;_: : -_:~/:> :~{~~}-~:jil~(!:f~~~~~~~;;-~!{j}~{~~~lYít\~>~~~:::.;,i:< :~t-::~'.;?:-~~~_?g; ~:-ff,,.. ::-· .': .. 

La participaéión;es)ofalfueiit(voluntanay su estatus como paciente del Instituto Nacional 
- . ':::.··,~·:~;:::~ ~.::~;i!t~~~·~;:::~~{~f.i~~~~.: ~~~~.'~, '.)~:i::. :.:?t'} ,-.:·;~:'.::;;t'.~-·~>:~.-·-;-- :.:- -~ -, 

de la Nutrición ,Salvador Zub.irári:será la misma independientemente de su participación o 
- .-·"-'"' ·''-. :;.·,-::·.- :·>:·~,~- ·)"-~::· ,-~; ·.· ."~;~ :··.:r 

no en est~ e~ttdi'ó} 2 '.~ '.:'. ~- : ... . . .. \ 
• • .r - ~~-:.:-. ·¡ ~ :, " - _. 

.:- ·-., .'--;c'.:f .. ;:.~:-·;~~~~¿-~,'.;\:\" ..::,-,;:e'·:":--:··.:):'.:.¿;·,·:·'.'.~.<:··.·::\ !. 

Con todo ló aritei:ioi:; · si deCide.·aceptár, pór favor escriba sus datos completos: 
;-·· :<;,';_ -,~;. ::\~i~,;\.<~ ..... :·::·· -~-· ,. -·· ' 

Yo ___ :_::.~._:,_:·_··:'_'_'>,_,::_· .. _,:.·_,:""".;:_•·.,_<'.:_.: .. -'":._:. _f:_·+""":··_ ..• :_<_· ·-·----------- he leído y entendido la 

informá~ÍÓri1rit~rlÓ~;~~;~·~~,~~~~~~~tl este documento. Mis dudas y todas mis preguntas 
.. -{:·: - --,~:-:·\ ~.<;; '" '. ,~ . '-~ ' - ~- -- .. ; .. -. .,te~·¿:~·.· ·_ -- ; . ,·<~--~,_ . 

han sido··~orif~~~·~,~~i;Y/l2{AI0•· .'·,r .•. •~·•;•. 
ACEPTb~ARTICIPAR>VÓLUNTARlAMENTE EN ESTE PROYECTO: 

·'.' ~\' , ... ,. ·_,{''· '·,··':</, 

NOMB~·;'> ,, ---------------------------

NOMBRE Y FIRMA INVESTIGADOR ___________ _ 
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Genes and lmmunity {1999) l. 66-68 
1999 SlocMon Press AU righl• remved 14664879/99 515.00 

http://www.stochlon·press.co.uk 

BRIEF COMMUNICATION 

Heat-shock protein (HSP70-2) allelic frequencies in 
three distinct Mexican populations 

J Zín1iga 1, G Vnrgns-Alarc6n2 , N Osm1ya 1, S Martínez-Tripp2 TS Rodríguez-Reyna 1, B Hen1ilndez
Martincz1, R Hesiquio2, G Hernilndcz-Pacheco2, R Gamboa2, F Juilrez1, N Salgado' ami J Granados' 
'Dq•11rl111<·111 of /111111111w/11g.111111d IV1<·1111111l1•/11gy. /11slil11li• N11ci111111/ d1• /11 N11lrid1í11 S11/md11r Z11/liní11, \lasco dt' Q11ims11 "/5 T/1111'1111 
l·llllJIJ, Mt'xim D.F.; 'Cl'l/11/11r Hio/ogy S1~di1•11, D•·1~1rl111ml of Pl1ysi1>los.11. /11slit11l1> N11do1111/ 1h- C11r1/i111"glÍ1 l,..¡1111ci1> Cliiil'•'=· Méxin> 
D.F .. 11111( M1·didw· Sc/11111/, L/11i1•crsid111i 1'1111111111·ricm111, Mt•xin1 

The majar histocompatibility complex (MHC) genes are highly po/ymorphic and therefore have been useful in population 
genetics and disease association studies. We analyzed restriction fragment length polymorphism of HSP70-2 al/eles in 
hea//hy unre/ated Mestizo, Mazatecan and Nahua populations. Both lndian groups. Mazatecans and Nahuas, were in 
Hardy-Weinberg equilibrium, while Mestizos were in disequilibrium (.i' = 0.399; P < 0.05). The Mazatecan lndians 
presented a high frequency of BB homozygosity (17.35%) compared to Mestizos (5°ó) (P= 0.01). Mexican etlmic groups 
present differences in distribution of BB genotype. The fow frequency of BB genotype in Mestizos may be the result of a 
negative se/ection process. 

Keywords: heat-shock protein 70; majar histocompatibifity complex; HSP70-2 polymorphism; Mexican ethnic groups; 
autoimmunity 

Tlll' nliljur histocompatibility cumplex (Ml-IC) genes are 
lucalL•d in Lhe short arm of llll' sixth human chromosoml'. 
Thl'se genes ilrl' highly polymorphic .ind therdore ha\'e 
bl'L'll ust•ful in populalion gt..'nctics and discnsc nssuci
ation studil.•s.1 Thc 1\111t.'rindinn tribt.•s are cxccllcnt cnndi
dates for genetic structurc ,1nd divcrsity nnillyscs in 
populalions.:! Son1e rvtcxican clhnic groups \.\'l'TC' gcncti
c.illv ch.ir.iclL•riZl'd bv MI-IC class 1, cl.iss 11 .ind dt1ss III 
gl11lL' frequcncies nnd. lhL1y sho\\•cd shnililritics \Vith Suuth 
1\nll'rk.m lndi.in groups. 1 The MHC cJ,1ss 111 genes .ire 
loc-.1ted in i1 l lt)() kb Sl'gment th,1t liL's bdwL'en the I-ILA-B 
td,1ss ll .md DI~ (dass ID lucí. Recenllv, three heat-shock 
pr1>tc•i11 711 (llSl'70l gl'lll'S hm•e bL•en ñlt1pp<'d within the 
MllC cl.1"" 111 rL•gion: HSl'71l-I. HSl'7ll-2 ami HSP7ll-
1·10111.1" In thb study, \\'l" iln,1lyzed ~cnt.·tk pl1lyn1ur
phis111 .md alll'ik frl'<Jlll'll.:ÍL'" of l-ISl'7ll-2 .ilk•le" in Mex
ic,111 f'vfpslizn ,111d in l\\'o tvk•xit:an Anu•rindian pnpu
líltiuns: rvt,1zalPCílll and Nahua. A Ml1XiCilll tvk•stiZll is 
dL•finl•d as an indi\'idu.11 \\"hu \\·,1~ burn in lvlt•xko and is 
dL'~L·eml,1111 from tlw original .iutochthom•us inht1bitants 
of such rt.•gion, ilnd fru111 indi\'idth1ls, 1nainly Spaniards 
of C,1ucasian and/or Bl.1ck ori8in, thut c.1nu.• lo An1erk.1 
during tlw lhlh n•nlury. The M.1zaleL·.111s who inh.ibit the 
norlhL•rn rL•gh.u1 uf (),n.:.1c.1 ,1nd sonu.- ,1rcL1s in lhl1 StatL' uf 
VL•r,icruz, arl' linguistkally dassifil•d within the Olmect1-
(lto111an~t1L' Hroup, Llton1iuno-rv1ixlt•co subg,ruup nnd 
l'opok.i family." ¡\ 1\-1.lcro-Nahu.i dhnic group w.is 

C1•rn·~11t1111f,•11(1': IJr / Gnma1ftt:0. l.lt'/litrl11h·111 1~( l1111111111''"'s.111111d Rlu·u· 
11Mln/11,•.:_lf,, 1u~lil11l1• N11de1u.r/ 111• /ir N11/rici1í11 S11/n11l1•r Z.11/lir1i11. \'11!'co .1,• 
t.!11ilos11. / .r; '/'111/111111 J.lf)(HJ. Afrxi.-n Cil_r1 
f{pn•i\'1•d lh Fl'l1r1111ry 11JtJll; n•\'i!'<il'lf .utd .icn·pll'l.t 15 J\pril l1J1JlJ 

included in the study, the splendur of tlll' Nt1hu.1 dhnic 
group w.is .ichie\'cd in Llll' 15th century, bul underwL•nt 
anihilalion bv thc Aztec ci\'ilizatiun." 

Thc n.>striction p.illl'rn obsen'L'li in .ill ¡1mplified DNA 
san1pk'S gcn~ratcd by cndonucl\!asc l'~/ I is consistt•nt 
with thc pt1ttcrn dL•scribL'li in prcvious studk>s." 

ThL' lt1ck of the polymorphic /',;11 site within the 1-151'70-
2 gL'ne genL'ratcd i1 singk• product of 1117 bp after restric
tion (allele A), where.is th.it with the /';ti site produced 
lwo fragments uf <J3b ,111d 181-bp (t11iele B) (Figurl' 1). 
Cenotypic and gene frequencÍl>s of HSP70-2 .genes in 
Mexican ML>slizo, M.iz.itecan .ind N,1hu.i populalions are 
shown in Tt1bk• l. The Lwo Jndian populatiuns were in 
Hardy-Wl'inberg equilibrium, whill• lhl• Mexic.in Mes
tizo WilS in disL'<¡uilibrium <xº = 0.39lJ, I' < 0.115). Thc fre
quencies of AA .ind AB gL•notypL'S Wl're simil,ir in M.1z.i
ll'c.i11 (AA= 39. ( •;.;. and AB 43.4';) .md Nahuil 
(AA= 48.S'il· ami AB = 43.7'7,) populalions; however, in 
Mexican ML>slizo the AB gL•notypl' "'ª" prl'duminm1t 
<AB = 72.2'7..). The M.iz,1lec,1n popul.ition presL•nts a high 
frequency of BB humozy~usity ( 17.3':-;) wilh a signifirnnl 
difforencL' when comp.irL•d to l\kxic.in ML•stizu (5';0 
(!' = l>.!ll ). Tlll' distribution uf the A .illL•IL• \\'.ls similar in 
our three populi.1tions; ho\\'L'\'l'r, \\'L' obsL•r\'t.•d un incrl'ilSl .. 
in the B allcle Ífl'<Jt1ency in the ML>slizo pupul.1tion (gene• 
frequency (g.f.) uf B alll'IL• =O..! 11 ), this incre.isc "'ª" not 
st.itistirnlly signilk.int. Genutypl' and ,1llde frl'l)lll'ncics 
obtt1ined in the thn't' distinct Mexk.in populations Wl're 
compared wilh those pre\'iously rl'portl•d in other popu-
1.itions (Tt1bll• 1 ). A luw frl'quency of BB homozy~otes 
\'\'as ubscrvcd in l\llcxkan rvtestizu cun1p.1rcd \Vith Sp,1ni
.irds (Mediterr.ine.111)," Caurnsian <UKl," .ind Afro-Amer
ican"' popul.itions. Thl' other two gL•tmlypes, AA .ind AB, 

111--·--. -----:-:~=====-----------------
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Ti1blc 1 GL•notypk ami ,.;t•1w frl'l]lh.'ncies of HSP70-2 in thn-c dislinct f\.ft.!'Xkan L'lhnic ~ruups comp.irt.•d with other popul,1tions·' 

G1•110ty¡1t• 

Al\ 
Al! 
Bll 

N11l11w 
u =SO 
11(•:t,.) 

'.l'i HH.8) 
J5 (.JJ.7) 

(, (7.5) 

MllZ4lll'C1lll 

ll=-16 
11(%) 

IH (J'.1.1) 
20 (~JA) 

H (17.'.ll 

M,'!>li:u• 
11=158 

11(%) 

J6 (22.11) 
11~ (72.2) 

8 (5)t 

Cm1Cll$illll fllK1 
11=110 

11('.:() 

3ó (32.7) 
r...i <58.2> 
10 ('1.1) 

Afc•1iitam11t'd11 
11 =117 

11(',(.) 

38 (32.5) 
5'1 (50.4) 
20 (17. ll 

Afro-Amt·rin111 
u=.J2 
11('?,.) 

7 (16.7) 
Jl) (~5.2) 

16 (38.ll 
·---·-- ... --·-----··---·--------------------------------

A/1.-f,-,; 11/g.f. 111,~.f. 11/g.f. 

A 
13 

l IJ C0.71lb) 
~7 (ll.2\IJI 

56 ((l.608) 
JI> (0.J'lll 

186 (11.58'1) 
130(11.411) 

1:16 ((l.617) 
8-1 (0382) 

135 (().577) 
9\1 (ll.423) 

33 (().:W3) 
51 (().607) 

11-l·lanly-\\'l.'inht.·r~ dist•quilibrimn X:!= 0.3'N, /' < 0.0.5. i"Signilk.1li\'L' dt.•crease of nn lu.unozygt.lsity in l\.1l'Xictin Mt.·~lizo t.'lhnic g,roup <"-k~tizo 
r·~ l\1<1/Hh.•c,111 /':.. tUll). 
·•A panl'I of 158 he.1lthy unn..•lah.-d ~lt.•xk.111 ~teslizu individu,1Js WL'rt.' sludil-....i. A s.1n1plL' uf ..Jo lw.1llhy unrt.'lnlt.•d itulh·idunls frnn1 llw 
t\:lazíllL'C.111 L1lhni1.· ~roup selllL•d in J h1.1ull.i dL• JimL'llL'Z .1nd S.111 J\:lilll'U YuJo,ochitl, h\'l• ~-lexic.111 \'iJl,1~L·~ h•cnlt•d in thL• Stati.• of (1.1x.1L-.1 
.111d 80 unrl'l.11Pd individuab bdun~in~ lo llu.• ~focn•·Nilhllil C'thnk ,.;roup wert.• indudL•d in tlw !->ludy. 

show similar frL'l]llcnciL•s in illl comp;:ircd populations. 
Tlw ílllcle .rnalysis is ;:ilso shown in T;:iblc ·1; the frL~ 
quendL•s for thé ¡\ ;:illl'le ;:irc• simil,1r lo those prL-sent in 
thc olhcr populations, exccpl when comp;:ired lo Afro
Anll'riciln which shows i1 decreilscd frequency of this 
illlclc in rcl,1lion lo illl Mexiciln ethnic groups, speci.1lly 
wilh N.ihu,1, in which lhe ¡\ alll'IL• frequcncy is the hi¡;h
L'sl. In lhe c.1Sl' of B allele distribution, its frequency WilS 
sin1ilar to thill rL•purled in C,1ucilsinn, bul dccr~¡¡scd in 
our lhrt'L' populillions whl'll cnmparL·d to ;:in Afro-Amcr
kiln popult1tion. 

In hunhlll beings, lhe HSP70 filmily is 111,1pped in the 
shurl ilrm uf llll' sixlh chrnmosnme. Limited polymor
phism in lhe HSl'70 genes hils beL'll (kscribed." The HSP 
producls play an i111p1•rl.inl rule in lhc movement of pep
tkll•s ílcrn~s inlrilccll11lilr 1nc1nbr;.1ncs ilnd in prutcin con
fonnation."·" Rl•ecnl studics hnve suggcstcd thul HSPs nrc 
n 111,1jur t'1rgt•l of in111lt1llL' response in rhcun1ntic dis
L'tist•s. 11 In SLE, tllL•n_• an· tn1to,111tibodk•s agninst diffcrcnt 
l ISl's. 11 Thus, llll' chmmos1mw nMpping of the HSI' fom
il\' in lhl' l'vll IC d.iss 111 rl'ginn, llll' slrong link;:ige dis
L'<¡t1ilihriu111 wilh olhl'r importnnl Ml-IC illlclL's ilnd thc 
rele1-.111n' in lhL' in1111une response point oul lhilt 1-151'70 
~~L'lll.'S nn1ld hL• rl'll'\',ltll to ~usct.•ptibilily for nutoin1n1unc 
disL'.1SL'S. l'olymnrphism in lhe 1151'70-2 gene is associ;:i
led wilh ,111 incrL'ilSl' in lhe risk lo dcl'elop type l dia
hl'll'~." sr~tl•n1k lupus L'rytlu:.·tnatusus, 111 ilnd rhcun1t1toid 
,irthrili .... 1 

.. 

Tlll' pn'Sl•nl sludy dL•scribes the .11lele ,111d gcnotypc 
fn·quL·11l°iL'S nf lhL• 1151'70-2 gl'nc in lhrL'e Mexiciln popu-
1.lliuns. Tlw delL•nninuliun of MHC polymorphism in 
lndi,111 pupulillions is import.1nl beciluse the Mexic;:in 
1vll'slizn populillion has ,1 high frcqucncy of lndi;:in, Ci1u
c,1si.1n .1nd Blilck gl'lll'S. 11 In this study, thc rvtcxican 
pupul.ilion,., pn•senl si111il,1r distribulion of A ,1nd B allele 
irl'ljtlL'lll'iL'S. lnlL•reslingly, lhe BB gcnotypt' in Mexiciln 
!'vlc•slizn .ind Nilhu.i elhnic groups \\'ils infrL'<llll'l1t (5% 
.1nd 75 1

/; ) l"l'Spl1l'livl'iy, ClUllpared \\'ilh thL• rvtilzilll'Cilll 
l'lhnk group ( 173•;; ). This must be 1wled, since the BB 
ho1110/ygn~il_\' is 1lSStldillL•d \\'ilh SLISCC'plibility hl auto
illlllllllh .. di~t'1ht'S in C'.1uc,1si.1n"" cllld t\fro-An1cric,111 111 

pupul.1lions. The BB gcnutypc low fre<1uency in i1 heillthy 
i'vlL·~tizo po¡it1lillion is undL•rstoud, ilnd this mily be the 
result of .1 llL'g•1th·e sl'lttction procL1SS or 1nt1y be co-relnh..~ 
\\'ilh íl lo\\' incidellCL' or Cl'rtain auloin1n1unc discnscs. The 

\\lf> 
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Figure 1 HSl'70<'.! fL~trktion fr.1~nwnl IL·n~th polynwrphb1n \\".\~ 
ch.u.1dt•riz1.•d by .1 l'CI~ pron·dun-. Thi~ .111.tlysi~ ,,.,1,,. pl•rf1.trnll•d 
1."0ll!'>ÍdL."rin~ lhi.• polym,1rphk r~/I ~ifl· .1t }'t)Silion 12h7 of lhi.~1.· 
.tlll"lt~. Tlw l~R·.1mpliflL•d \\"t.'ft.' dL'.l\'L'll wilh tlw t.•ndunudL•,1St..• />stl 
(Gihco, USA) and t.'IL't:'lniphon.~l'li on L'lhil-Hum brumidl•-st,1inc1.I 
1.51

:; a~.irust.'. DNA l,1ckin~ tlw polymorphk /'s/I sitL' within tlw 
1 ISP7LJ..:? gL"llL' MCJlt.•r,111..':' .1 ~in~ll• produd uf 1117 bp 11ftcr rL-slriction 
(A .1Jldt.'), whL•rc.1s tll.lt with thc /l~/I sitc- product.'l.i two fra~lnL•nts 
llÍ 9:16 ,1nd UH bp (íl alll'IL>l. t~1nL• 1: ht.:"tcrozy~ous AD; L.1nc 2: l\-lol
t'cul.1r \Vl'iJ;hl l\olarkL•r; LutL• 3: humuzygous AA; Lmt~ 4: homo· 
~·'y~nus BB. 

1-151'70-2 polymorphism is due to nn A-G suhslilulion in 
thc coding sequence of the HSP70-2 gene. Rccent reporls 
show qum1titntivc differences in HSP70-2 expression 
lictwecn BB m1d AB individuills." These differences in 
rcguliltion could cnusc ilbnormnlities in self-tolernncc. 
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Tumor necrosis factor-a promoter polymorphisms in 
Mexican patients with systemic lupus erythematosus 
(SLE) 
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Mcxico City, Mexico; 'Cc/111/m· Biology Scctio11, Physiology Dcpart111c11t, lnstit11to Nacional de Cardiología lg11r1cio C/1ávcz, Mexico 
City, Mcxico; 'l111111111wlogy a11d Rhc11111ato/ogy Dcpart111c11t, l11stit11to Nacional de la N11trició11 Salvador Z11birá11, Mexico City, 
Mexico 

The majar hlstocompatlbllity (MHC) genes lncluding TNF-cr, HSP70 and HLA genes have been assoclated with systemlc 
lupus erythematosus (SLE) In severa/ populatlons. In thls study we analyze the polymorphlsm of TNF-cr promoter in 51 
Mexlcan Mestizo SLE patlents and 55 ethnlcally-matched healthy contro/s by polymerase chaln reactlon methods. No 
statistlcally s/gn/flcant differences were observad In the TNF -308 a/Jefe and genotype distrlbution between patients and 
hea/thy controts. However, we found a slgniflcant tncrease In the TNF GIA -238 genotype and in the TNFA -238 al/ele 
frequencles in the SLE group when comparad wlth healthy controls (Pe= 0.03, OR = 4.77 and Pe= 0.02, OR = 3.62, 
respective/y). DRB1 analysls showed a similar distributlon in patlents and controls. Linkage dlsequilibrium was observad 
for five haplotypes: DRB1 '1401-TNFA-238 (D = 0.84; O' = 1.0; P = 0.015); DRB1 '0301-TNFA-238 (D = 1.38; D' = 0.41; 
P = 0.042); DRB1'1106-TNF2-308 (O= 0.9; D' = 1.0; P = 0.0006); DRB1'1104-TNF2-308 (D = 0.83; D' = 0.45; P = 
0.02) and DRB1'1406-TNF2-308 (D = 0.83; D' = 0.45; P = 0.02). Our data suggest that the association between the 
TNF-cr -238 po/ymorphlsm and SLE cou/d play a majar role In dlsease susceptlbility. Genes and lmmunlty (2001) 2, 363-
366, 

Keywords: SLE; genetlc susceptibility; HLA genes: MHC reglan; TNF promoter polymorphlsms: Mexicans 

lntroduction 
Severill HLA alleles hilve been reported to be associated 
to systemic lupus erythcmatosus (SLE). 1 The mcclmnism 
by which these genes determine susceptibility is not com
pletely understood and the participation of unknown 
susceptibility genes in link¡ige disequilibrium with those 
currently detected is being suggested. The gene tlmt codi
fies for tumor necrosis foctor-alphil CTNF-n) an important 
inducible proinflamiltory cytokine,2 is located within the 
major histocompatibility complex CMHC) class IIl region 
in human chromosome 6.' TNF-u polymorphisms have 
been related in the pathogenesis of SLE,•~• rheumatoid 
arthritis (RA>7·" and ankylosing spondylitis." 

Two-biallelic polymorphisms in the promoter region of 
the TNF-n gene have been recently described. The first 
is located at position -238 in relation to the transcription 
start site in which the presence uf adenine (A) defines the 
TNf'A allele; and the presence of guanine (G) defines the 
wild-type and more common allele TNFG.'º The second 

Corrc:;¡1lmd1.•1tr:e: Dr / Grmtndos, Depart11wt1t of lum111m.1/ogy aud Rhc11-
11wtolo~y, /11stit11lt1 N11dot1al de In Nufl'irhfu Snlundor Zu'1irifn. Vasco de 
Qufrvgn 15, Tlal/1'llJ 14000, Mi.•xico Cily. M1.•.tico 
E-,nnil: jonztt@)yalwo.com 
Rcccivcd 11junc2001; rcviscd 29 july 2001; ncccptcd 3 August 2001 

polymorphism is located at position -308; the presence 
of G defines the TNF1 allele and A defines TNF2 allele.11 

It has been demonstrated that these different allelic 
forms have functional implications. The TNF2 allelic 
form results in a two-fold greater transcription greater 
than the TNF1 form in PMA-stimulated Jurkat and U937 
cells. 11 On the other hand, -308 G/ A polymorphisms 
may play a role in the altered TNF-a gene expression 
observed in individuals with the HLA-A1, B8, DR3 
haplotype. 12 

Association of different susceptibility alleles is parti
cular to different populations. In the Caucasian popu
lation, the TNF2 allele has been associated with SLE sus
ceptibility.'-'·14 In South African patients, it has been 
demonstratcd that the TNF2 and HLA-DR alleles contrib
ute independently to susceptibility to SLE while the 
TNF2 allele <lid not show any special distribution with 
particular HLA-DR genotypes." However, in Caucasian 
patients, the TNF2 allele is in linkage disequilibrium with 
the I-ILA-DR3 allele. 15•1º In the present study we analyzed 
the allelic and haplotypic distribution of TNF-a promoter · 
polymorphisms in Mexican Mestizo SLE patients. 

Results 
Table 1 shows the distribution of TNF-a promoter poly
morphism genotype and allele frequendes on 51 SLE 

l:lO 
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Table 1 Distribution of TNF·u promoter polymorphisms genotypes and gene freque·.;~ies in SLE Mexican Mestizo patiénts and healthy 
controls , ·' · · 

5LE (11 = 51/102) 

" (%) 

TNF·o Gcnotypcs 
-308 polymorphism 

TNF 1/1 44 ,(86.2) 
TNF 1/2 6 (11.7) 
TNF2/2 1 (2.0) 

-238 poiymorphism 
TNFG/G 38 (74.5) 
TNFG/A 11 . (21.0) 
TNF A/A 2 ) (3.9) 

1' 

TNF·u Allcles 11 ,.,g.f. 
-308 poiymorphism .. 

TNFl 94 :0.921 
TNF2 8 l. ,. _0.078 

-238 polymorphism 
TNFG 87 

':!' 1;;,. 

jJ.853 
TNFA 15 . 0_.147 

l t~ 

g.f., gene frcqucncics; NS, not significnnt. 

.- .·; ! iin ;._ .. · 
patients and 55 healthy controls. In both grqup3¡ themo~.t 
common gcnotypes were TNF -308 1/1 and TNF -iZ:W 
G/G. The most frequent aileles were TNFl anq TNfG in 
both groups. The genotype distribution · reveals an 
increase TNF -238 G/ A genotype frequency in. the SLE 
patients when compared to healthy controls (Pe = 0.03; 
OR = 4.77; 95% CI = 1.12-23.23). Also, we. obscrved an 
increase in the TNFA -238 aIIele frequency iii_the patients 
group (Pe= 0.02; OR = 3.62; 95% CI = 1.17¡:11.92). . , 

Complete analysis of HLA-DR aIIcles hi. patients'and 
healthy coiltrols are shown i.n .Table 2. In'. .this case, wc 
obscrved a slight increasc of DRl31 *0101, •1501, and *1301 
aIIeles frequency in the SLE group, h~nvevcr, noí1e pf 
these alleles remain significant after P-value.c.'?~~.'rS:~Lon. 

Table 2 Gene frcqucncics (¡;.f.) of HLA·DR!ll allelcs in Mcxican 
paticnts with systcmic lupus L~rythcmntosus (SLE) and hcalthy con· 
trois 

DRB1 

0407 
0101 
1501 
0701 
1301 
0802 
0401 
0301 
0411 
1602 
1101 
1302 
0404 
1402 
1407 
1502 
0403 

11 

19 
12 
10 
8 
6 
5 
5 
4 
4 
3 
2 
2 
2 
1 
1 
1 
o 

SLE 
(11=51) 

S·Í· 

0.186 
0.117 
0.098 
0.078 
0.058 
0.049 
0.049 
0.039 
0.039 
0.029 
0.019 
0.019 
0.019 
0.009 
0.009 
0.009 
0.000 

llmlt/1y C<•lllrols 
(11=55) 

11 /j-.9:'."·r.' 

11 0.100 
5 0.045 
3 0.027 

14 0.127 
o 0.000 

14 0.127 
1 0.009 
3 0.027 
2 0.018 
2 0.018 
8 o.on 
5 0.045 
3 0.027 
6 0.054 
3 0.027 
3 0.027 
5 0.045 

g.f., gene frcqucncy; NS, nut significnnt. 

Pe 

NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS. 
NS' 
NS· 

l·h>alt/1y (11 = 55/110) 
11 (%) 

52 (94.5) 
3 (5.4) 
o (O) 

51 (92.7) 
3 (5.4) 
1 (1.9) 

11 gf. 

107 0.972 
3 0.027 

i 
105 .. 0.954 

5 0.045 

p 

NS 
NS 
NS 

.NS 
. 0.03 

NS 

NS 
NS 

NS 
0.02 

OR 

4.77 

Cl 95% 

(1.12-23°.73> 
" 

iJ 
.¡¡ 

3.62 (1.17-11.92) 

: .. ,.,i.; 

Linkage disequilibrium between TNF promoter poly
morphisms and HLA-DR alleles was noted: TNFA
DRB1*1401 (D = 0.84; D' = 1.0; P = 0.015); TNFA-DRl31* 
0301 (D = 1.38; D' = 0.41; P = 0.042); TNF2-DRB1*1106 (D 
= 0.9; D' = 1.0; P = 0.0006); TNF2-DRl31*1104 (D = 0.83; 
D' = 0.45; P = 0.02); TNF2-DRl31 *1406 (D = 0.83; D' := 0.45; 
P = 0.02). On thc other hand, linkage disequilibrium 
between TNF2-DRl31*0802 CD = 1.4; D' 0.61; P = 0.004) 
and DRl31*1302 (D = 0.81; D' = 0.3; P = 0.005) and TNFA
DRl31*0404 (D = 0.7; D' = 0.29; P = 0.03) was observed in 
the control group. f, 

Discussion 
In this study we analyzed the TNF-a promoter region 
and DRBl polymorphisms in SLE Mexican Mestizo 
patients. Severa! studies have reported an association of 
HLA alleles with SLE in different ethnic groups.'.~ J-low
ever, the participation of TNF-a polymorphism in the 
susceptibility to the di_scase is unclear,,ln Cm,1casoid SLE 
patients, a significan! association with TNF2 (gene frc
quency in SLE group = 0.26 vs gene frequency in controls 
= 0.16) has been found." These data differ from the TNF2 
frequency in South African patients in which the diseasc 
is not associated with J-ILA-DR3." In our study, the fre
quency of TNF2 ailele was not significantly increased in 
SLE patients when compared to healthy controls with 
similar ethnic backgrounds. Some studies have suggested 
a strong linkage disequilibrium between TNF2 and HLA
DR3 in the Caucasian population. Therefore the apparent 
increase of TNF2 in Caucasian SLE patients may be result 
of an HLA-DR3 increase."• In contras!, other studies did 
not confirm this data and concludes that the TNF2 and 
HLA-DR3 are independent susceptibility foctors for 
S1rE .. 14 The polymorphism on position -308 has.l;>éen asso
ciated 'with 'in_dudble levels of TNF-u, 11 •12 but 't!iis associ
nliori is' nof 'ivell documented and it contrasts with 
recei:itly'published data, which suggest that this polymor
r11isin does not affect the TNF production.17 

Our preliminary data shows an association between 
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TNFA-238 allele and SLE in the Mexican Mestizo popt1-
lation. However, linkage disequilibrium between TNFA 
-238 and DRBl *1401, DRBl *0301 alleles were found, sug
gesting that the association between TNFA -238 and SLE 
may be a result of this linkage disequilibrium between 
TNF and DRB alleles in the Mexican SLE patients. In con
trols, we found a different linkage disequilibrium pat
tern. These results would suggest that ccrtain TNF-DRB 
con1binations in patients could be importilnt in conforring 
genetic susceptibility. The lack of association of the 1-ILA
DR alleles in the present study may be a result of the 
small number of included patients and controls. Previous 
serological study of l-ILA alleles in a Mexican population 
shoived an increased frequency of l-ILA-DR3 allele on 
SLE patients. 1" A genetic association between TNF -238 
G/ A heterozygous genotype and RA was recently 
described in the Cnucasinn population. However, dnta 
provided does not support the evidence of a physiologi
cal role of the -238 polymorphism on the TNF-u pro
duction or gene transcription. 1" On the other hand, recent 
studies provide further evidence thnt -308 A nnd -857 T 
alleles are associated to RA in pntients with 'shared epi
tope' illlelcs.20 Furthern1ore, therc nrc a nun1bcr of 
additional single nucleotide polymorphisms in the pro
moter region of TNF-u at positions -376, -857, -863, nnd 
-1031 that could be functional and prove useful for dis-
case ussociation studics. · 

In· conclusion, the TNFA -238 allele frequency is 
increased in SLE Mexican Mestizo pntients. This data 
suggests that the TNF -238 polymorphism could plny nn 
importnnt role in the SLE susceptibility in the Mexican 
populntion. The small sample sizc in the present study 
could foil to confirm previous nssocintions (-308 nnd 
HLA "polymorphisms), therefore we considered that 
additionnl studies in a lnrge number of pntients mny help 
to estnblish the true significnnce of these nssocintions in 
Mexicnns. 

Materials and methods 
1·.riiaet!··· 

Palients 
Fifty-one unrelnted Mexica11 Mestizo SLE" pntients who 
fulfilled· the American College of Rheumntology (ACR) 
criteria; were studied. As controls 55 henlthy Mexicnn 
Mestizo individunls, without a case history of connective 
tissue disorders, were indudcd. We considered those 
individuals whose lnst two generntions were born in 
Mexico to be Mexicnn Mestizo. This group is geneticnlly 
well charncterized nnd hns shown n proportion of 56% 
lndinn genes, 40% Caucasinn genes nnd 4% blnck 
gencs.21 ~2:l 

DNA extraction 
Genomic'DNA from whole blood contnining EDTA wns 
isolated by stnndard technique.24 

. , 
TNF-230 and TNF-308 polymorphisrns . .. 
The TNF polymorphism was evnluated by the previous)y 
described . !lmplification refrnctory ,mutation system 
(ARMS) '¡i1_1d polymerase chnin renctio~1 (J>C,R.).13 B[ie'fl~' , 
the TNF :....233 G nmplification primc'rs .\\°.e.fe .. 'se1.1se:: '.7 
AGACCCCCCTCGGAATCG-3' and nntisense: ' ·
CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3' (PCR prÓduct' of 447 
bp). The TNF -238 A primers were ,,~e.nse:"·'.s"~ 
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GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3' and antisense: 
5'-CACACTCCCCATCCTCCCTGGTCT-3' CPCR prodt1ct 
of 209 bp). As a positive control a 608-bp constant DNA 
fragment was amplified with primers sense: 5'
GCCCCTCCCAGTTCT AGTTCT A TC-3' nnd antisense: 
5'-CCGGATCATGCTTTCAGTGC-3'. J-lot start PCR con
dition were followed by five cycles of 94°, 67° and 72ºC 
(60 s each), followed by 25 cydes of 94º, 62°, 72ºC (60 s 
each). The TNFl -308 polymorphism (charncterized by 
Gunnine in -308 position) primers were sense: 5'
GGCAATAGGTTTTGAGGGGCGTGG-3' and antisense: 
5'-AAGCGGTAGTGGGCCCTGCACCTT-3' (216 bp PCR 
product), and for the TNF2 -308 allele we used sense: 5'
GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTATC-3' and antisense 5'
ACCCTGGAGGCTGAACCCCGGCCT-3' (139 bp PCR 
product). As interna! control a constant PCR band of 
354 bp wns amplificd with scnse primer: 5'
GCCCCTCCCAGTTCTAGTTCTA T-3' and nntisense 
primer: 5' -AAGCGGT AGTGGGCCCTGCACCTT-3'. Hot 
start cyding conditions were followed by 30 cycles of 94°, 
62° and 72ºC (60 s each). The PCR products were ana
lyzed by phototyping in 2% agarose gels, stained with 
ethidium bromide. 

HLA DR typing 
Generic HLA-DR typing was performed by PCR-SSO 
WiO:.erse dot •blot ushig the Amplicor Kit (Hoffmnnn La 
Roche; Basel,0 Switzerlnnd). 1-lLA-DRBl alleles were 
detecied by PCR nnd hibridization with sequence-specific 
oligonudeot\?e p_robes (SSOP) as previously described.25 

Stalistic;il'_~nalysis 
The tliffcrences nmong proportions were evnluated by 
the Mantel-Hac11szel, chi-square test thnt combined the 2 
x 2 contingéncy tnbles using the EPirNFO statistibil pro
gra\n. 1f the t;iti,mber ip. ª\'Y cell \vas <5: Fishcr's exnct test 
}yas -~~et!. Tlie P vnlues were corrected by the Bonferroni 
ti1ethod multiplying the P value for the number of com
paristin'~:Rhldtive risks (RR) with 95% confidence intervnl 
(95% Cl) were estimated as the odds ratios. Linkage dis
equllibrium '(O= disequilibrium values; D' = normalized 
disequilibrium vnlues, D/Dmax) between TNF nnd l-ILA 
[)R nlleles wns nssessed using the ARLEQUIN statisti
cal program.'6 
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