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1. Resumen. 

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH), es una enfermedad inflamatoria difusa 

del parénquima pulmonar provocada por una reacción inmune exagerada a la 

inhalación repetida de partículas orgánicas. Sólo una pequeña parte de los 

individuos expuestos estos antígenos desarrolla este padecimiento. En este 

contexto, se ha postulado la existencia de factores genéticos de susceptibilidad o 

resistencia. Debido a su papel en el procesamiento de antígenos, su localización 

dentro del complejo principal de histocompatibilidad (MHe) y su polimorfismo, los 

genes TAP (Trasportadores de péptidos antigénicos) son candidatos importantes 

para el estudio de asociación con esta enfermedad . Dentro de este marco, el 

objetivo de este estudio fue determinar la asociación de los genes TAP1 con la 

NH. Para esto se estudiaron a 58 sujetos sanos (grupo control) seleccionados al 

azar y 73 pacientes con NH a los que se les tomó una muestra de sangre venosa 

con EDTA como anticoagulante para la obtención de DNA genómico. Los alelas 

TAP1 se determinaron por reacción en cadena de la polimerasa en su modalidad 

de hibridación con nucleótido secuencia específica (peR-SSO), la que nos 

permitió la asignación más precisa de alelas. Los resultados mostraron una 

disminución significativa del alelo TAP1*02012 en los pacientes con neumonitis 

por hipersensibilidad con relación a los sujetos normales. El análisis estadístico 

reveló una razón de momios de 0.08 (le 0.00-0.57) con una P corregida <0.002. 

Esta disminución pareció a expensas del alelo TAP1 *02011 el cual se encontró 

incrementado en el grupo de pacientes en comparación con controles sanos (OR 

de 4.19, le 0.84-28.30). Sin embargo, este incremento no alcanzó significancia 

estadística. Estos resultados sugieren que el alelo TAP1 *02012 puede 

desempeñar un papel protector para el desarrollo de esta enfermedad . 

Adicionalmente, se realizó un análisis de haplotipos de 57 sujetos de los cuales 38 

eran relacionados (pertenecientes a 12 familias) y 19 de población no 

relacionada, y se establecieron las frecuencias haplotípicas Este análisis reveló 

que existen 66 combinaciones diferentes en las que predomina el haplotipo HLA 

861 DR4 D08 TAP1*0101 con una frecuencia de 0.061 (6.14 %). 
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11. Antecedentes 

IIJ. Neumonitis por hipersensibilidad 

La Neumonitis por Hipersensibilidad (NH), también conocida como alveolitis 

alérgica extrínseca, es una enfermedad inflamatoria difusa del parénquima 

pulmonar provocada por la inhalación repetida de partículas orgánicas y que 

afecta a bronquiolos, alvéolos y espacio intersticial (1). La respuesta inflamatoria 

está mediada principalmente por una respuesta inmunológica exagerada que 

ocurre en un hospedero susceptible (2, 3). La secuencia de los eventos 

inmunopatológicos no se conoce con precisión aunque la mayoría de las 

evidencias apoyan el concepto de que se trata de una hiperreactividad mediada 

por linfocitos T; sin embargo la formación de complejos inmunes puede participar 

en los cuadros agudos (4, 5). 

La NH puede ser producida por una amplia variedad de partículas orgánicas y 

agentes químicos que de manera general puede subclasificarse en hongos, 

actinomicetos, proteínas heterólogas y compuestos químicos de bajo peso 

molecular (1, 4). 

En México, la causa más frecuente de esta enfermedad se relaciona con la 

exposición a diferentes tipos de aves, en especial, palomas, pichones y pericos 

australianos (6). El padecimiento parece ser frecuente y aunque la magnitud del 

problema en el país no se conoce con precisión, en el Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias se atienden en promedio de 70 a 80 casos nuevos 

por año, y se reciben solicitudes de interconsulta adicional de diferentes Estados 

de un número similar de pacientes. 

La enfermedad se puede presentar en 3 formas clínicas: aguda, subaguda y 

crónica. La forma aguda ocurre 6-8 horas después de la exposición a cantidades 

elevadas del antígeno. 

Las formas subagudas y crónicas se caracterizan porque la enfermedad se 

desarrolla lentamente, en semanas (subaguda) o meses/años (crónica) después 

de la exposición constante a bajas concentraciones del antígeno. En términos 

generales, la neumonitis por hipersensibilidad por aves que se observa en México 

se caracteriza por una forma clínica subaguda/crónica provocada por la exposición 
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prolongada al antígeno aviario, que afecta predominantemente a mujeres entre la 

2° y 5° décadas de la vida (6-8). De hecho, más del 90% de los casos de NH 

atendidos en ellNER en los últimos 20 años son mujeres. 

Por otro lado, es importante destacar que cuando la NH subaguda/crónica 

progresa, se producen lesiones fibrosantes que destruyen el parénquima pulmonar 

y en este contexto, aproximadamente el 30% de los pacientes desarrollan una 

enfermedad progresiva, incapacitante e irreversible, lo cual provoca la muerte de 

la mayoría de estos casos en un lapso de 5 años (6-8). A la fecha se ignoran los 

mecanismos responsables del inicio de esta respuesta fibrosante, aunque estos 

parecen involucrar diferentes y complejas interacciones celulares y moleculares 

(9-14). En otras palabras, el porqué unos enfermos mejoran o curan y otros 

progresan a la fibrosis se desconoce. 

11.11. Respuesta inmune en Neumonitis por hipersensibilidad 

La neumonitis por hipersensibilidad se caracteriza por una respuesta inflamatoria 

compleja ante la inhalación del antígeno y que involucra varias subpoblaciones 

celulares del sistema inmune así como numerosos mediadores (4, 15, 21). 

Los eventos iniciales en el desarrollo de la NH se caracterizan por la activación de 

células presentadoras de antígenos relacionadas con moléculas clase II del 

complejo principal de histocompatibilidad (4,19). Esto resulta en la unión 

específica de dichas moléculas con el receptor de las células T CD4+, lo cual 

provoca la activación, proliferación y diferenciación de diversas clonas en subtipos 

de células T que en primera instancia contribuyen a la formación de anticuerpos 

por células B. En esta primera fase, si la concentración de antígenos es muy 

elevada, las reacciones que inician el daño pulmonar agudo se relacionan con la 

formación de complejos inmunes in situ, resultado de la interacción del antígeno 

inhalado con anticuerpos IgG específicos producidos en el tejido pulmonar (18, 21 , 

22). Este hecho desencadena dos eventos críticos: la activación de la cascada del 

complemento y la activación de macrófagos alveolares e intersticiales y ambos 

mecanismos están involucrados en la patogénesis de la forma aguda de la 

enfermedad. 
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Las formas subagudas/crónicas de la NH son mediadas por células T las cuales 

son las responsables de la inflamación intersticial linfocitaria y granulomatosa que 

caracteriza a estas fases (4, 23, 24). 

En el intersticio y los espacios alveolares del parénquima pulmonar la interacción 

del antígeno, las células presentadoras y las células T CD4+ de memoria inician la 

activación, proliferación clonal y diferenciación de las células T CD4+ en múltiples 

subpoblaciones (25). Si la exposición al antígeno continúa, estas reacciones 

inducen la formación de granulomas y promueven que las células inflamatorias 

elaboren factores de crecimiento que estimulan la proliferación de fibroblastos y la 

síntesis de colágena produciendo fibrosis intersticial (4, 11, 26, 27). 

11.111. Susceptibilidad genética y Neumonitis por hipersensibilidad 

Es importante enfatizar que sólo una pequeña parte de los individuos expuestos a 

la inhalación de partículas orgánicas desarrolla este padecimiento. En este 

contexto, se ha -postulado la existencia de factores genéticos de susceptibilidad o 

resistencia, aunque estos no han sido completamente esclarecidos (4). Al menos 

parte de la susceptibilidad genética se encuentra relacionada con el complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC) y polimorfismos del promotor del factor de 

necrosis tumoral (TNFa), como hemos demostrado previamente en población 

mexicana con esta enfermedad inducida por antígeno aviario (3). En dicho estudio 

se encontró una asociación estrecha entre algunos alelos y haplotipos del MHC 

clase" y el desarrollo de NH. Además se observó una contribución importante del 

TNF 308-2 en el fenotipo de la enfermedad, ya que los sujetos portadores de dicho 

alelo mostraban una enfermedad mas acelerada. 

Los resultados de este estudio sugieren que la respuesta pulmonar inflamatoria al 

antígeno aviario puede estar modulada por diferentes genes ubicados en diversas 

regiones del complejo principal de histocompatibilidad. 

111. Complejo principal de histocompatibilidad 

La colección extendida de genes sobre el brazo corto del cromosoma 6 en la 

banda 6p21 .31 es llamada complejo principal de histocompatibilidad. Es una 

región muy densa de genes (28, 29), que fue originalmente descubierta en 1937 

por Peter Gorer debido a su importancia en el rechazo o aceptación de los 
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trasplantes ya que presenta una función decisiva para la viabilidad del injerto. (29, 

30). El primer reporte de asociación entre el MHC y la susceptibilidad o resistencia 

a determinada enfermedad fue realizado por Lilly en 1964 al encontrar, en ratones, 

ciertos genes que le conferían resistencia a padecer leucemia inducida por el virus 

de Gross (29, 30). Amiel estableció la primera asociación del sistema HLA con la 

enfermedad en 1967 al encontrar en pacientes con enfermedad de Hodgkin un 

antígeno con mayor frecuencia que en la población en general (30). 

Posteriormente se demostró que el sistema HLA se encontraba relacionado con el 

desarrollo de numerosas enfermedades (30, 31) 

Las primeras caracterizaciones de los antígenos específicos del sistema HLA se 

llevaron a cabo con pruebas de microcitotoxicidad que permitieron identificar los 

diferentes locus de las clases I y 11 (A, B, C, DO, DR, DP). Actualmente, los 

métodos de DNA recombinante han sido de gran ayuda para delinear los genes de 

este sistema y la cristalografía ha permitido determinar su función en la respuesta 

inmunitaria (31, 32, 33). 

111.1. Organización genética. 

El MHC es una región del genoma humano de alrededor de 8000 Kb que se 

encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (figura 1 y 3) y que esta 

constituido al menos, por el siguiente grupo de genes: A, B, C, DR, DP, DO, C2, 

C4, FB (34, 35, 36). Klein propuso una clasificación basándose en la estructura, 

distribución y función. Sin embargo en 1997 Given y Weissman, propusieron dividir 

esta región en cuatro clases sugiriendo que existe una concentración de genes 

que es distinta a las otras tres propuestas con anterioridad, con lo que se les 

designo como genes de la clase IV (tabla 1) 

Clase I 

Clase II 

Clase III 
Clase IV 

Clásicos.- A, B, C 
No clásicos.- E, F, G, H, J y X 
Funcionales.- DR, DP, DO 
No funcionales.- DM, DO, TAP, LMP 
C2, C4A, C4B, fB y 21 OH 
TNF, LTA, LTB, B144, 1C7, AIF-1, Hsp70, Sk12w, IkBL, BAT1 , 
MICA, MICB. 

Tabla 1.- Clasificación de los genes HLA en cuatro clases. 
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La región genética de clase I es una región compleja con genes que codifican 

para la cadena pesada, altamente polimórfica de los antígenos HLA clase 1. Ésta 

ha sido estudiada detalladamente y así fue posible descubrir tres nuevas clases de 

genes que codifican para una cadena pesada de los antígenos HLA clase I 

diferente a la que ocupan los genes llamados "clásicos". Estos genes han sido 

denominados "no clásicos", y su función se desconoce. Del mismo modo se ha 

determinado la existencia de pseudogenes (genes que no expresan productos 

proteicos). (37,38,39). 

La región genética de clase 11 contiene una gran variedad de genes localizados 

en una región de aproximadamente 6 millones de pares de bases dentro del 

cromosoma 6 (40). Esta región ha sido subdividida en tres subregiones 

designadas como DR, Da y DP en la que cada una de ellas codifica para, al 

menos, un grupo de cadenas funcionales alfa y beta. Las regiones principales han 

sido llamadas regiones funcionales (37, 41). 

Sin embargo, no todos los genes alfa y beta expresan productos funcionales. Las 

subregiones DR y DP contienen pseudogenes y la región Da, contiene genes que 

no son pseudogenes pero no se expresan (37,42). 

La región genética de clase 111 esta localizada entre las regiones clase I (HLA-B) 

Y clase 11 (HLA-DR) Y abarca 1000 Kb de DNA. La región clase 111 contiene una 

colección heterogénea de genes que codifican componentes del sistema del 

complemento (C2, C4 y factor B) y la 21-hidroxilasa. (36). Los genes clase 111 

presentan un grado moderado de variabilidad genética y se encuentra definido 

como un segmento cromosomal completo (35). Análisis electroforéticos han 

demostrado que C2, C4A y C4B y el factor B (Bf) son polimórficos y debido a su 

marcado desequilibrio de enlace, las combinaciones especificas de los alelos C2, 

C4 y Bf son heredadas como unidades genéticas simples que se conocen como 

complotipos (35) 

La región genética de clase IV; esta región abarca 300 Kb e incluye a genes que 

codifican para proteínas que tienen un papel importante en stress, inflamación e 

infección, como: factor de necrosis tumoral (TNF), linfotoxina A (L TA), linfotoxina B 

(L TB), Trascripto especifico de leucocitos (B144 o LST-1), un gen expresado 
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preferentemente en monocitos y otras líneas de células hematopoyeticas que 

codifica para tres diferentes RNA; el producto de este gen es similar a la proteína 

de superficie CTLA-4 (1 C7), un gen expresado en un subgrupo de macrofagos 

infiltrados en aloinjertos llamado factor inflamatorio del injerto -1 (AIF-1 o G1), 

Sk12w, una proteína similar a la proteína superasesina -2 en levadura (Ski2) la 

cual proteína tiene un efecto antiviral particularmente contra virus de RNA no 

poliadenilado, un factor de trascripción de la familia de NFkB ligado a IkappaB 

(lkBL) , BAT1, genes relacionados a MHC clase I-A (MICA), genes relacionados a 

MHC clase I-B (MICB) (Figura 1) (43) . 

Clase 11 

KE5 TAP 
LMP 

Clase 111 

PBX2 

C4 
C2 
Bt 

Clase IV 

A G F 

" 11 " 

Clase I 

FAT9 
-205 HCGV III FAT IO TSSP 

ZNF I73 Olfatory 
ZNF I78 Receptors Histone Histone Hi stone 

HFE 

" i i i 1 i i i i i i i i i i i i i 
o 6000 7000 8000 

Ki lobases (Kb) oo~ 

~entromero I Telomero) 

Figura No. 1. Mapa del MHC que incluye la región de clase IV propuesta por 
Gruen y Weissman en 1997. Se observa la localización genómica, número 
aproximado de Kilobases que ocupa cada región y algunos genes implicados en 
procesos inflamatorios. 
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IV. Genes TAP 

Recientemente se ha descubierto una serie de genes dentro de la región clase II 

que están implicados en la degradación, procesamiento y presentación de 

péptidos por moléculas HLA clase I (44,45). El transporte activo de péptidos fue 

propuesto inicialmente por Townsend y colaboradores en 1989 basándose en 

estudios que demostraron en una línea celular de ratón, defectos en el ensamblaje 

de moléculas HLA clase I sobre la superficie celular en ausencia de péptidos 

adicionados. Un fenómeno similar fue descrito en líneas celulares de rata y 

humanas; la mutación responsable de estos defectos fue descrita en la región del 

MHC clase II en ambas especies. Entre 1989 y 1992, diferentes autores reportaron 

la existencia y posteriormente la secuencia de dos genes ahora llamados 

transportadores asociados con el procesamiento de antígenos (TAP) [Livingston y 

col. en 1989; Hosken y Bevan en 1990; Cerundolo y col. en 1990; Powis y col. en 

1992; Spies y col. en 1990, y Bahram y col. en 1991 (46)] . Estos genes, 

previamente denominados RING 4 Y RING 11 respectivamente (47), están 

localizados entre las subregiones HLA OQ Y HLA OP (figura 2)(48,49). 

Anticuerpos específicos para TAP1 coprecipitan tanto con TAP1 como con TAP2 

sugiriendo que estas proteínas están físicamente asociadas de una forma 

heterodimérica. Este complejo TAP1ITAP2 se encuentra ubicado en la membrana 

del retículo endoplásmico y muestra homología con la superfamilia de los 

transportadores ABC (ATP-binding cassette) (47). 

IV.1. Localización y estructura de TAP1 y TAP2. 

TAP es un complejo proteico heterodimérico que consiste de las subunidades 

TAP1 de 70 kO (748 aa) y TAP2 de 72 kO (703 aa), (50, 51). Cada subunidad 

contiene de 6 a 8 regiones que atraviesan la membrana, un dominio 

citoplasmático, y un probable sitio de unión al ATP (47). Pertenece a la familia de 

transportadores ABC que tienen una caja de unión a ATP (108) que incluyen entre 

otros a la glicoproteína P de multidrogorresistencia (MOR), al regulador de 

conductancia transmembranal de la fibrosis cística (CFTR), la proteína de 

adenoleucodistrofia (ALOP), de la levadura STE6 oligopéptido transportador de 

Salmonella typhimurium (52, 53). 
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En 1999, Jan C. Vos propuso la estructura tridimensional del heterodímero. Se 

concluyó que TAP1 tenía los dominios N y C terminales en el citoplasma, mientras 

que TAP2 tiene el dominio N terminal en ellumen del retículo endoplásmico. Se ha 

propuesto un modelo en el que se describe la estructura en tres partes: a) un poro 

transmembranal en la porción N terminal, el dominio del poro es hidrofóbico y 

contiene de 6 a 8 segmentos transmembranales para TAP1 y de 5 a 7 para TAP2 

(54); b) un bolsillo citoplasmático de unión al péptido en el centro; mutaciones en 

este dominio afectan la especificidad del péptido; y e) un dominio de unión a 

nucleótidos en la porción C terminal, el cual dirige los procesos de traslocación y 

contiene dos motivos para la hidrólisis y unión de ATP (figura 3) (51, 54, 55). 

El heterodímero pesa aproximadamente 140 kD Y el poro mide de 50 - 70 nm lo 

cual permite el paso de péptidos oligoméricos que son generados en el 

proteosoma. Estos péptidos oscilan entre 8 a 15 aminoácidos de largo, aunque 

ocasionalmente pueden ser mayores como es el caso del HLA-S27 que puede 

adquirir péptidos de más de 33 aa de manera dependiente del trasporte de TAP 

(55,56). 

IV.!I. Organización genómica de TAP. 

Los genes TAP están localizados en el grupo de genes de HLA clase II sobre el 

brazo corto del cromosoma 6 humano, entre HLA-DP y Da (48), y a 

aproximadamente 1.5 megabases del gen HLA S (figura 2) (57). 

El alineamiento entre las secuencias de TAP1 y TAP2 muestran un alto grado de 

homología de 200 aa localizados en el dominio C terminal. Esta región posee tres 

motivos característicos. Los motivos Walker A y S forman una caja de unión a ATP 

altamente conservado; el motivo C-Ioop consiste de 6 a 8 aa conservados y se 

encuentra localizado entre el motivo Walker A y S, lo que demuestra que estas 

proteínas provienen de la superfamilia de trasportadores con caja de unión a ATP. 

También poseen un dominio de unión a nucleótidos conservado (NSD) y un 

dominio de transmembrana (TMD) de alrededor de 6 segmentos que atraviesan la 

membrana y que es característica de esta familia de proteínas. Una unidad 

funcional comprende dos NSDs y dos TMDs (figura 3) (58). El gen de TAP1 es 

regulado por un promotor bidireccional que comparte con otro gen muy importante 
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en el procesamiento de antígenos, el polipéptido de bajo peso molecular (LMP2) 

(59) . 

Cromosoma 6 

~ MHC Humano (HLA) 

~ 

.f~~~;~:~~~:~~~~~.t-tt-
DPB2 DPA2 DPB1 DPA1 DOA DMA DMB LMP2 TAP1 LMP7 TAP2 DOB DOB2 DOA2 DOB3 

DOB1 DOA1 DRBI DRB2 DRB3 DRB9 ORA MICA MICB B e E J A H G F 

Figura No 2. Localización genética de TAP1 y TAP2 dentro de la región 
de clase II del MHC humano, sobre el brazo corto del cromosoma 6 
humano, entre HLA-DP y Da, y a aproximadamente 1.5 megabases del 
gen HLA B. 

TAP1 
Dominio de transmembrana 

Dominio de 
unión a 

nucleótidos 
ATP 

e A 

TAP2 

RE 

Citosol 

ATP 

Péptldos e 
Figura No 3. Estructura de las proteínas TAP.- El dominio N terminal de TAP 1 Y 
TAP 2 es muy hidrofóbico y esta formado por tres o cuatro hélices 
transmembranales. El dominio de unión a péptidos consta de los Walker A y B 
(flechas amarillas). TAP1 tiene los dominios N y C terminales en el citoplasma, 
mientras que TAP2 tiene el dominio N terminal en el lumen del retículo 
endoplásmico. Walker A, B y e forman el cassette característico de la familia 
(cassette de unión a ATP). Se observan los dominios transmembranales, citosólico 
y el sitio de entrada del péptido. 
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IV.III. Función biológica. 

Las proteínas TAP1 y TAP2 son necesarias para la generación de la respuesta 

inmune celular (59), y constituyen el puente entre la generación y la presentación 

de péptidos. TAP tiene la capacidad para trasportar péptidos con un amplio rango 

de tamaño y secuencias aunque el tamaño óptimo del sustrato se encuentra entre 

8 y 15 aa (51, 60, 61); el poro tiene una considerable flexibilidad de tal manera que 

péptidos con grandes tamaños pueden ser trasportados por T AP. 

En el caso de TAP de ratón, se ha demostrado que existe una clara preferencia 

para péptidos hidrofóbicos en C terminal (51, 62). Es importante destacar que si 

bien las proteínas TAP procesan principalmente antígenos peptídicos (citosólicos) 

para unirlos a moléculas de clase 1, se ha reportado que también desempeñan un 

papel en el procesamiento de antígenos exógenos restringidos por clase 11 (48). 

IV.IV. Vías de procesamiento antigénico. 

IV.lV.I. Por clase I 

Los péptidos derivados de antígenos endógenos, vírales y tumorales, son 

presentados por las moléculas HLA clase 1. El antígeno es degradado en el 

citoplasma a péptidos de diferentes tamaños por acción de dos proteosomas de 

bajo peso molecular (LMP2 y LMP7) codificados en la región HLA clase II del 

MHC. Sin embargo, estos no parecen ser indispensables ya que en su ausencia 

se pueden formar proteosomas capaces de generar péptidos. Posteriormente los 

péptidos son transportados hacia el interior del retículo endoplásmico por las 

proteínas TAP1 y TAP2 para unirse a las moléculas HLA clase 1. Al ingresar al 

retículo endoplásmico, la cadena clase I alfa se une a la chaperona de 85 kD 

calnexina, de la que se disocia al unirse la ~2-microglobulina . A continuación, el 

dímero a/~2-microglobulina se asocia físicamente al dímero TAP1ITAP2 el cual, 

mediante la hidrólisis de ATP, permite el paso del péptido del citosol al retículo 

endoplásmico donde es captado y anclado a la molécula HLA de clase l. El 

péptido y la ~2-microglobulina estabilizan la estructura terciaria de la molécula 

clase I que a continuación se disocia del dímero TAP1/TAP2. Una vez estabilizada 

su estructura, la molécula clase I viaja del retículo endoplásmico, a través de la vía 
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secretoria constitutiva, a la superficie celular, así las moléculas clase I son en 

realidad trímeros en los que la tercera unidad es el péptido(63) (figura 4) . 

.. .. , ... , ... ... ~ HLA .. 
I CLASE I , ... 

~~ " ~ ~n ENDOSOMA ® 
TEMPRANO t 

E~MA c: 11 :) 
( 11 ) G 

O 

ENDOSOMA C 11 ) L 

TARDIO G 
-"'~ .... e 11 ) f; ~h. -,-. - 62 MICRO ... ,. 

.~~ G0 6ULlNA 

~.,.~ ~~~ JR.E 

ALFA1 

TAP1 ITAP2 

NÚCLE O 
ADP 

Figura No 4.- Representación esquemática del procesamiento de péptidos 
derivados de proteínas citoplasmáticas que son presentados por las 
moléculas HLA clase I y formación de la molécula HLA clase I dentro del 
retículo endoplásmico. 
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IV.IV.II. Por clase 11 

Las moléculas clase II presentan mejor a péptidos derivados de proteínas 

exógenas que ingresan a la célula por endocitosis; la unión de los péptidos 

antígénicos con las moléculas clase 11 se lleva a cabo en un compartimento de la 

vía endocítica debido a que, después de su biosíntesis, viajan directamente a la 

superficie celular. Este compartimento es un endosoma de tipo tardío 

bioquímicamente relacionado con los lisosomas y que por sus características 

únicas es llamado MIIC (compartimento de clase 11) (figura 5)(63,64). 

La proteína exógena puede ingresar por vía endocítica mediante tres mecanismos: 

endocitosis mediada por receptores, pinocitosis y fagocitosis . Durante la 

biosíntesis, las cadenas clase 11 alfa y beta se asocian a la cadena invariante (Li; 

>31 kD < 41 kD), la cual se asocia en forma no covalente al dímero clase 11 en el 

momento de su traslocación al retículo endoplásmico. Inicialmente la Li forma 

homotrímeros y alrededor de éstos se ensamblan tres dímeros para formar un 

nanómero que permanece así hasta llegar a la vía endocítica, donde por medio de 

proteasas (catepsina b) y el pH ácido, la cadena Li se disocia de las cadenas alfa 

y beta de clase 11 . El último fragmento de la cadena Li que permanece unido a la 

molécula clase 11 se denomina CLIP (Péptido de Cadena Invariante Asociado a 

clase 11) el cual se queda ubicado en el sitio de unión con el péptido y mediante 

competencia con la molécula HLA-DM clase 11 se disocia y posteriormente 

adquiere estabilidad al unirse con el péptido antigénico. La Li facilita el transporte 

de las moléculas clase 11 impidiendo la unión de péptidos al dímero clase II antes 

de llegar a la vía endocítica; sin la cadena Li, los dímeros son retenidos en el 

retículo endoplásmico; además, tiene en la porción intracitoplasmática una señal 

de tráfico intracelular que la lleva de la red del trans-golgi a endosomas 

tempranos. Otra característica que hace diferente estás moléculas a las de clase I 

es que unen péptidos mas grandes y de tamaño variable (de 12 a 25 a.a) mas 

grandes que los que presentan las moléculas de clase I (63) (figura 5). 
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Figura No. 5.- Representación esquemática del procesamiento y unión de péptidos 
derivado de proteínas exógenas que son presentados por las moléculas HLA clase 
11, de la misma forma se muestra la formación de la molécula HLA clase 11 dentro 
del retículo endoplásmico y la unión de péptidos que a diferencia de las moléculas 
HLA clase I se lleva a cabo en un compartimento de la vía endocítica . 

IV.IV.III. Vías de procesamiento antigénico alternas (Antígenos exógenos 

presentados por MHC clase I ) 

Las moléculas del MHC presentan péptidos antigénicos sobre las superficies de 

las células, de esta manera los linfocitos puedan detectar algún agente extraño 

(microbiológico) o algunas células trasformadas. Las moléculas MHC clase I 

presentan peptidos a las células T citotóxicas CD 8+, mientras que las moléculas 

MHC clase 11 presentan péptidos a las células T cooperadoras CD 4+, el dogma 
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actual es que los antígenos extracelulares son procesados por la vía exógena, por 

endocitosis y son parcialmente degradados en estructuras endosomales y 

lisosomales para producir péptidos que se unan a las moléculas MHC clase 11. En 

la vía de procesamiento endógena las proteínas intracelulares son degradadas en 

el citosol por el complejo proteosomal, generando péptidos que son transportados 

del citoplasma al lumen del retículo endoplásmico y transportado por TAP para su 

posterior unión al heterodímero MHC clase 11 (65). 

En resumen, aunque se ha sugerido que los antígenos endógenos son 

presentados por MHC clase I y los exógenos por MHC clase 11 , la evidencia 

acumulada nos indica que esta dicotomía en la presentación de antígenos de 

origen endógeno y exógeno no es absoluta (66). 

El procesamiento alterno de MHC clase I ha sido reportado en varios sistemas. La 

vía citosólica alterna de MHC clase I involucra la trasferencia de proteínas 

antigénicas exógenas de compartimentos subcelulares al citosol, donde estos 

entran al procesamiento de MHC clase I convencional (67). 

La presentación de antígenos exógenos particulados es dependiente de TAP; 

existen indicios de que estos antígenos y la vía de procesamiento por clase I 

convencional se sobrelapan y que los antígenos fagosomales pueden tener 

acceso al citosol de las células presentadoras de antígenos. Se ha propuesto, 

entre otras hipótesis, que existen células especializadas que ingieren antígenos 

exógenos para su posterior presentación a los linfocitos T citotóxicos por MHC 

clase I (68). 

El procesamiento alterno de MHC de clase I desempeña un papel importante en la 

iniciación de la respuesta celular de linfocitos T CD8+. pero sus mecanismos no se 

conocen con precisión. Su conocimiento será muy importante para entender mejor 

las defensas del huésped en las enfermedades infecciosas y para el desarrollo de 

nuevas estrategias de vacunación (67). 
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IV.V. Polimorfismos. 

El sistema HLA es el más polimórfico que se conoce en mamíferos, lo que indica 

la presencia de un elevado número de variaciones denominados alelos dentro de 

un mismo locus (69,70). 

Por lo menos tres aproximaciones experimentales suministran información acerca 

del significado del polimorfismo de los genes TAP: 1.- El análisis del espectro de 

péptidos generados, transportados y presentados, 2.- Los estudios de asociación 

con enfermedades y 3.- Los estudios de genética de poblaciones (71). 

En 1992, Colona y colaboradores describieron y caracterizaron dos sitios 

dimórficos dentro de TAP1, lile-Val en la posición 333 y Asp-Gly en la posición 

637, y cuatro sitios dimórficos en el gen TAP2 Val-lile 379, Ala-Thr 565, Thr-Ala 

665 y Stop-Gly (57, 72); encontró algunas combinaciones (alelos) y las denominó 

TAP1 A, B, C y TAP2 A, B, C, D, y E, Y desde entonces estas regiones han sido 

ampliamente investigadas. Sin embargo, la mayoría de los estudios (44, 47, 48, 

56) se han realizado considerando los sitios dimórficos descritos por Colona 

(figura 6). El análisis de nuevos sitios está permitiendo la definición mas precisa 

de estos alelos (figura 7). En este contexto, con el empleo de técnicas distintas a 

las convencionales, se han demostrado nuevas regiones dimórficas y con esto 

nuevos alelos. 

A la fecha existen bien documentados 6 alelos para el gen TAP 1 Y 4 para TAP2 

con nomenclatura oficial (IMG/HLA). Adicionalmente, se han descrito nuevas 

regiones dimórficas y nuevos alelos en algunas poblaciones (Africa y Japón) a los 

que el comité de nomenclatura de la OMS aún no ha clasificado. Por esto existen 

algunas confusiones en los reportes de alelos para el gen TAP2. Una revisión 

sobre el dimorfismo del gen TAP reveló que existen 17 posiciones polimórficas a lo 

largo de este gen entre las que podemos mencionar: 379 Ala (GT A) a ile (ATA), 

565 Ala (GCT) a Thr (ACT), 665 Thr (ACA) a Ala (GCA), 687 Stop (TAG) a Gln 

(CAG) (73), 374,458, 466, 467 (74), 163 (75), 387 (76), 577 (22), 596 (77) 386, 

436,697, 604, 651 yen intrones 651 (72). 
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Figura No. 6.- Comparación de regiones involucradas en la determinación de 
polimorfismos del gen TAP1 en población mestiza mexicana 

s. 8alladares y col. 

333 637 

IIe Asp 010112 
AT(~ ClA(~ 

Val Gly 02011/12 

ClTr ClCIr 

Val Asp 0301 
ClTr CIAr 

IIe Gly 0401 
ATr ClCIr 

Figura No. 7.- Comparación de regiones involucradas en la determinación de 
polimorfismos del Gen TAP1 en población mestiza mexicana 
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IV.VI. TAP Y enfermedades. 

La presencia de moléculas HLA clase I estables sobre la superficie de la célula 

requiere del transporte activo de péptidos antigénicos a través del retículo 

endoplásmico por medio de los productos de los genes, TAP1 y TAP2 (78). Como 

ya se mencionó, los genes TAP sí bien mucho menos que los genes clásicos de 

clase I y 11, son polimórficos. En este contexto, los polimorfismos de TAP y su 

potencial asociación con enfermedades han sido objeto de estudios recientes (79) , 

y a la fecha se han descrito varios padecimientos humanos probablemente 

relacionados con polimorfismos de esta proteína; algunas de estas asociaciones 

se ejemplifican en la (tabla 2), e incluyen a la tuberculosis (47) , artritis reumatoide 

(80), sarcoidosis (48, 81), miastenia gravis (82), y cáncer de pulmón (83), entre 

otras. Es posible que las diferencias en los genes TAP humanos puedan causar 

alteraciones en la presentación de péptidos por las moléculas de clase l. 

Enfermedad Alelo TAP Población RR Asociado a H LA 

Síndrome de Reiter TAP1*0301 Caucásicos 13% Independiente a 827 

Síndrome de Reiter TAP1*0201 Caucásicos 77% Independiente a 827 

Artritis Reumatoide TAP2*0101-DR4 Caucásicos 19.29 DR81*0405 

Artritis Reumatoide TAP2*0101 solo Caucásicos 4.25 

Cáncer Pulmonar Defecto en T AP 1 

EPOC TAP2*0201 Asiáticos pe 005 8*5401 

Tuberculosis Pulmonar TAP2*0201/*0102 India Norte 4.3 DR81*1501 . *1502 

Lepra Tuberculoide TAP2*0103 India Norte 3.5 

SIDA TAP2 Ala 665 Africanos Resistencia HIV 
.. 

Tabla No 2.- Enfermedades asociadas a algunos alelos de TAP, se observa la 
población estudiada, el riesgo relativo (RR) y la asociación con otros hálelos dentro 
de la región de HLA. 

Los genes involucrados en el desarrollo de una enfermedad poligénica se 

denominan genes de susceptibilidad, ya que es la combinación de varios de ellos 

la que aumenta el riesgo a padecer una enfermedad, la cual probablemente se 

desarrollara siempre y cuando el sujeto sea expuesto a un conjunto de factores 

ambientales que así lo permitan. La determinación de polimorfismos genéticos 

como parte de la patogénesis de enfermedades se ha popularizado y por lo tanto 
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se han generado una serie de estrategias moleculares para este tipo de 

investigación (84). 

IV.VI.I. TAP y Cáncer 

Múltiples mecanismos contribuyen para que las células tumorales evadan la 

inmunidad celular antitumoral, entre otros, el decremento en la expresión de 

complejos MHC clase I-péptidos. Esto puede deberse a una disminución en la 

síntesis y expresión de MHC clase I como ya se ha observado en algunos tumores 

humanos o por una disminución en el procesamiento de antígenos tumorales con 

la consecuente disminución en la producción de complejos MHC-péptido. Se han 

demostrado deficiencias en los componentes de la vía de procesamiento por MHC 

clase I en una variedad tejidos neoplásicos humanos y líneas celulares tumorales, 

y algunos estudios han correlacionado estas deficiencias con la progresión del 

tumor (85). 

En este sentido, se ha hipotetizado que la deficiencia en la expresión de T AP1 por 

células tumorales puede reducir el procesamiento y la presentación de antígenos 

tumorales por la clase 1, decreciendo la susceptibilidad de las células tumorales a 

la inmunidad antitumoral mediada por las células T CD8 e incrementando la 

capacidad invasora de estas células. 

IV.VI.II. Síndrome de deficiencia de TAP. 

También conocido como Síndrome del Linfocito Desnudo (SLD), se caracteriza por 

una severa disminución en la regulación de moléculas HLA clase I y/o clase 11. El 

SLD tipo I es un defecto confinado a las moléculas de clase 1, mientras que el SLD 

de tipo 11 se relaciona con las moléculas de clase 11. La pérdida de la expresión de 

moléculas HLA clase I sobre la superficie de células infectadas con virus y 

tumorales, impide su reconocimiento por los linfocitos T citotóxicos, lo que las 

hace blancos especificos a lisis por las células NK y células T yo. Sin embargo, los 

niveles de expresión son suficientes para no ser destruidos por NK y al mismo 

tiempo para evadir a los linfocitos T citotóxicos. 

Además la presentación de péptidos propios por medio de las moléculas HLA 

clase I es importante para la selección de células T citotóxicas en el timo. La 

deleción o mutación de una o ambas proteínas TAP daña severamente la 
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traslocación de péptidos al interior del retículo endoplásmico. En ausencia de este 

péptido ligado, el complejo HLA clase I/p2 microglobulina es inestable, con lo que 

se disocia la p2 microglobulina y desdobla la molécula HLA clase 1. Por lo tanto, un 

defecto que dañe la traslocación de péptidos al interior del retículo endoplásmico 

resulta en una expresión reducida de moléculas HLA clase I sobre la superficie de 

la célula. 

De acuerdo con el comportamiento inmunológico y clínico, existen tres grupos de 

pacientes con SLD tipo 1: 

Grupo 1.- Presentan el fenotipo más grave de la enfermedad, con infecciones 

bacterianas y parasitarias recurrentes severas entre los 4 a 5 meses de edad; en 

estos pacientes se observa una baja regulación de moléculas HLA clase I y p2 

microglobulina sobre la superficie celular, y no existe producción de anticuerpos. 

En este grupo de pacientes los defectos transcripcionales de HLA clase I y p2 

microglobulina fueron descartados. 

Grupo 11.- A diferencia del anterior, estos pacientes pueden cursar completamente 

asintomáticos. Sin embargo, algunos enfermos pueden presentar daño pulmonar 

debido a infecciones bacterianas recurrentes, lo que puede llevar finalmente a 

insuficiencia respiratoria y muerte. También pueden desarrollar lesiones en piel. Al 

igual que el grupo anterior presentan una baja regulación en la expresión de 

moléculas HLA clase I sobre la superficie de las células, pero análisis moleculares 

por Northern blot demostraron un decremento en el RNAm de HLA clase I y p2 

microglobulina, consistente con un defecto transcripcional. 

Grupo 111.- Este es el grupo mejor caracterizado; la baja expresión de moléculas 

HLA clase I esta asociada con infecciones bacterianas recurrentes y lesiones 

granulomatosas de piel pero estos pacientes alcanzan la edad adulta. El análisis 

de 10 de estos pacientes reveló que la baja regulación de la expresión de las 

moléculas HLA clase I sobre la superficie celular se debía a un defecto en el 

complejo TAP (86). 

El SLD tipo 11, es una inmunodeficiencia hereditaria, resultado de la ausencia de 

la expresión de moléculas HLA clase 11. Considerando el papel central de las 

moléculas de clase II en el desarrollo y activación de células T CD4, no es 
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sorprendente que el sistema inmune de estos pacientes esté gravemente dañado. 

Los genes afectados codifican para cuatro factores reguladores (RFXANK, RFX5, 

RFXAP, y CIITA) que son altamente específicos y esenciales para los genes HLA 

clase II (87). 

IV.VUII. Inhibidores vírales de TAP 

Algunos virus han desarrollado mecanismos para evadir el sistema inmune de sus 

hospederos. Estas estrategias frecuentemente bloquean la vía de presentación de 

clase I lo que disminuye el reconocimiento y muerte de células infectadas por virus 

por linfocitos T citotóxicos (88); un ejemplo de este mecanismo lo constituye la 

proteína ICP47 del virus del herpes simple tipo I (HSV-) que se une 

específicamente a los TAP y por medio de este mecanismo bloquea la unión del 

péptido y su traslocación, lo que evita la unión del péptido con la molécula HLA 

clase I en el interior del retículo endoplásmico. En consecuencia, las células 

infectadas con el virus son enmascaradas y evaden la respuesta inmunológica 

mediada por los linfocitos T citotóxicos (89). Recientemente fue identificado otro 

inhibidor viral en el citomegalovirus humano que bloquea el trasporte de péptidos 

en el curso de la infección (90). Otro virus que bloquea los trasportadores, aunque 

no se conoce la proteína responsable, es el VIH-1 (91). 

IV.VII. Herencia. 

La especie humana cuenta con 46 cromosomas en cada célula somática, que 

confieren características diploides de los cuales 23 cromosomas pertenecen a la 

madre y 23 cromosomas al padre. Los genes se encuentran en lugares 

específicos del cromosoma (Iocus), encontrándose su homólogo en el otro 

cromosoma que forma el par con la existencia de variantes alélicas. Cuando un 

individuo presenta alelos homólogos idénticos tendrá características 

homocigóticas, pero si estos son diferentes será heterocigoto dominante (un gen 

domina a otro) o codominante (ambos se expresan) (92,93,94). 

Por herencia Mendeliana, un individuo hereda 2 haplotipos HLA (91, 33), estando 

todos sus genes muy próximos y ligados entre si, polimórficos y codominantes; Así 

dentro de una familia, donde el padre presenta los haplotipos a y b, Y la madre los 

haplotipos c y d, se espera que las asociaciones de haplotipos para 4 de sus hijos 
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sean las siguientes: ac, ad, be, bd. De tal forma que la presencia de otro hijo con 

la combinación ac nos indicaría que existe un 25% de probabilidad para que dos 

hermanos compartan los mismos haplotipos, 50% de compartir un haplotipo y 25% 

de incompatibilidad en sus antígenos HLA. De tal forma, que el sistema HLA se 

hereda en bloque, en forma codominante y siguiendo las leyes de segregación 

Mendeliana (95) 

IV.VIII. Análisis de enlace 

Este análisis tiene como objetivo determinar la segregación de un determinado 

marcador genético, y se realiza en familias que presentan alguna patología en 

particular con el objetivo de localizar una región cromosómica en la cual se 

encuentre tanto el gen anormal como el marcador (84). 

Se sabe que el gen o genes responsables de una enfermedad van siempre 

acompañados de los genes o marcadores que están muy cerca de el; este tipo de 

análisis es útil en enfermedades poligénicas así como en enfermedades donde 

existen genes conocidos (84). 

IV.lX. Desequilibrio de enlace. 

El desequilibrio de enlace nos indica la aparición de dos antígenos sobre el mismo 

haplotipo siendo más frecuente de lo que se espera al multiplicar sus frecuencias 

individuales (92, 93, 94). En otras palabras, es una característica particular de los 

genes del MHC y consiste en la combinación preferencial de antígenos de los 

diferentes loci en un mismo individuo (96). 

El desequilibrio de enlace se encuentra al determinar los antígenos HLA de una 

población, señala sus orígenes y migraciones, así como las relaciones en la 

expresión de algunas enfermedades (97). 

Se han postulado hipótesis para explicar el desequilibrio de enlace y entre ellas se 

encuentran las siguientes (97): Migración o mezcla de poblaciones, selectividad, 

consanguinidad, y derivación al azar entre otras. 
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v. Justificación. 

• La Neumonitis por Hipersensibilidad ocurre en un pequeño número de sujetos 

expuestos a diversas partícu las orgánicas. Sin embargo, los factores genéticos 

que predisponen a su desarrollo no se conocen con precisión. Algunas 

evidencias indican que pudiera existir asociación con genes del complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC). 

• Debido a su papel en el procesamiento de antígenos, su localización dentro del 

MHC y su polimorfismo, los genes TAP son candidatos importantes para el 

estudio de asociación con esta enfermedad. 
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VI. Hipótesis. 

• Los genes TAP1 del MHC clase 11 se asocian con la susceptibilidad a 

desarrollar Neumonitis por Hipersensibilidad. 
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VII. Objetivo general. 

1.- Determinar la asociación de los genes TAP1 con la Neumonitis por 

hipersensibilidad 

VIII. Objetivos particulares. 

1.- Establecer las frecuencias génicas de los genes TAP1 en población 

mestiza mexicana. 

2.- Determinar las frecuencias génicas de los genes TAP1 en pacientes con 

neumonitis por hipersensibilidad. 
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IX. Metodología. 

Población en estudio: 

Controles: 

Se estudiaron a 58 sujetos sanos (grupo control) seleccionados al azar a los que 

se les tomó una muestra de sangre venosa con EDT A como anticoagulante para 

la obtención de DNA genómico. 

Grupo control con previo estudio del Sistema HLA 

Adicionalmente se estudiaron 42 sujetos sanos que contaban con la tipificación de 

los loci HLA-B, DR Y Da. 

Criterios de inclusión: 

1. Sujetos sanos sin antecedentes de enfermedades asociadas al sistema HLA. 

2. Mestizos mexicanos con más de tres generaciones radicando en México, de 18 

a 60 años de edad, de ambos sexos. 

Pacientes con neumonitis por hipersensibilidad: 

Se incluyeron 73 pacientes con NH (grupo problema) de los cuales se obtuvo DNA 

de la misma manera que en el grupo control. 

Criterios de inclusión: 

1. Diagnóstico de certeza basado en: 

a) exposición a aves con relación causa-efecto. 

b) cuadro clínico, radiológico y funcional compatible con NH. 

c) anticuerpos circulantes específicos contra antígeno aviario determinados por 

ELlSA. 

d) más de 40% de linfocitos en el LBA. 

e) hallazgos histológicos compatibles con la enfermedad. 

f) sin antecedentes de enfermedades asociadas al sistema HLA. 
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g) mestizos mexicanos con más de tres generaciones radicando en México, de 18 

a 60 años de edad de ambos sexos. 

Métodos: 

Existen diversas técnicas para poder determinar los polimorfismos genéticos de 

TAP, entre las que se encuentran: La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

con oligonucleótidos secuencia específica (SSO), el Sistema de Amplificación 

Refractaria a la Mutación (ARMS), el polimorfismo de los fragmentos largos de 

restricción (RFLP), el polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP) y la 

secuenciación directa (98). 

En este estudio se utilizó la técnica Oligonucleótido Secuencia Especifica, la cual 

consta de una PCR previa a la hibridación con sondas oligonucleótido especificas. 

Los productos de esta amplificación se fijan en una membrana de Nylon por luz 

ultravioleta y posteriormente se hibridan con una sonda específica que nos detecta 

el cambio de la base que nos interesa. Esta técnica es muy útil para identificar 

cualquier variación genética. 

Extracción de DNA 

El ONA genómico se obtuvo por medio de un método basado en detergentes 

iónicos, con un estuche comercial (BO Tract Genomic ONA). Posteriormente, el 

ONA se cuantificó en un Espectrofotómetro (Beckman Mod. OU-640), en un rango 

de 240-260-280 nm. La lectura a 260 nm se utilizó para cuantificar el ONA 

mientras que la que se realiza a 260-280 permitió determinar contaminación con 

proteínas y la de 240-260 para determinar contaminación con agentes orgánicos. 

La fase de extracción involucró las siguientes etapas: Lisis celular, 

descontaminación con un método con base enzimática o química para remover 

proteínas "contaminantes", como RNA y otras macromoléculas, y separación del 

ONA a partir de los desechos celulares (99, 100). 

32 



Método 

Lisis celular 

~ La muestra de sangre periférica anticoagulada con EOTA se centrifugó 

durante 5 minutos a 2500 rpm, para la separación del paquete globular 

del plasma. 

~ Oe la superficie del paquete globular se obtuvo la capa de glóbulos 

blancos la que se colocó en un tubo de polipropileno de 15ml. 

~ Se agregaron aproximadamente 10ml de solución de lisis para 

glóbulos rojos. 

~ Las muestras se centrifugaron durante 7 min a 3000 rpm, a una 

temperatura de 4°C. 

~ Lavados necesarios de la misma manera hasta lograr un sobrenadante 

claro. 

Extracción por el estuche KIT-Bdtrack (Maxim Biotech, Inc). 

~ Se continúa trabajando con el tubo, desechando el sobrenadante 

teniendo precaución de no llevarse el botón formado. 

~ Se adicionó al botón formado 1500f-L1 de la solución B01, se mezcló en 

el vortex y se centrifugó a 3000 rpm, durante 10 min o a 4 oC. 

~ El sobrenadante se separó teniendo precaución de no deshacer el 

botón formado. 

~ Se agregaron al botón 1500f-L1 de la solución B02, se mezcló en el 

vortex y centrifugó a 3000 rpm, durante 10 mino a 4 oC. 

~ Se separó el sobrenadante yel paquete se resuspendió en 360f-L1 de la 

solución B03. 

~ Se mezcló por retropipeteo e incubó a 65°C con agitación de 1 hr a 

24hrs. 

~ Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf y se les añadió 120f-L1 

de solución B04. 

~ Se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min y se colectó 

cuidadosamente el sobrenadante en un tubo Eppendorf. 
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Precipitación con Isopropanol absoluto. 

~ Al sobrenadante se le agregó 600ml de isopropanol y se mezcló por 

inversión hasta obtener las hebras de DNA. 

~ Las hebras de DNA se separaron con una caña y se lavaron en 1 mi de 

etanol al 70% frió aproximadamente 15 veces. 

~ Después de que el etanol se evaporó, el DNA se resuspendió en 200f.l1 

de H20 libre de DNAasas / RNAasas. 

~ Los tubos se taparon con papel Parafilm e incubaron 24 hrs. a 65°C 

con agitación. 

~ Las muestras se refrigeraron hasta su uso. 

Cuantificación de DNA 

, Existen varios métodos para detectar la presencia de DNA en una 

solución. En este estudio utilizamos el de espectrofotometría por 

absorción de radiación ultravioleta (UV). El DNA absorbe la radiación 

UV a una longitud de onda de 260 nm. Esta absorción se debe a los 

pares de purina y pirimidina (e, G, A, T). La concentración de DNA se 

expresa en f.lg/ml (100). 

Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Este es un método que permite la amplificación enzimática de secuencias 

específicas de DNA (47). Tiene la extraordinaria capacidad de sintetizar millones 

de copias de DNA (101). Para amplificar las muestras, se utilizan dos iniciadores 

que flanquean las regiones que contienen secuencias polimórficas. Este método 

fue desarrollado originalmente en 1985 por Randall Saiki, Henry Erlich y Kari 

Mullis en la corporación Cetus. 

Los componentes requeridos para una PCR son: 

~ DNA 

~ Iniciadores específicos (Primers) 

~ Mezcla de desoxinucleótidos (dNTP's) 

~ Solución amortiguadora de reacción 
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~ DNA polimerasa 

Cada uno de los ciclos de la reacción consta de tres pasos determinados por 

temperaturas y tiempos específicos que son: 

~ Desnaturalización, en el cual se separan o desnaturalizan las dos 

cadenas complementarias del DNA. 

~ Alineación, en el cual se realiza el apareamiento específico entre los 

iniciadores y las cadenas simples del segmento de DNA blanco 

desnaturalizado. 

~ Extensión, en el que la DNA polimerasa extiende la longitud de los 

iniciadores apareados al ir polimerizando los desoxinucleótidos libres, 

resultando en nuevas cadenas complementarias a las dos sencillas 

presentes al inicio de la reacción. 

Electroforesis 

Este es un método utilizado para separar moléculas cargadas que migran en 

respuesta a la aplicación de un campo eléctrico. En una electroforesis en gel una 

muestra con moléculas de tamaño heterogéneo se separa a través de una matriz 

inerte, con la agarosa, avanzando en función de su tamaño. 

PCR-SSO 

La amplificación de secuencias especificas de DNA por PCR seguida por la 

hibridación con oligonucleótidos secuencia especifica (SSO) ha sido una poderosa 

técnica para el análisis detallado de variaciones genéticas. (102). 

Tradicionalmente la técnica inicia en el extremo 5' radiomarcado (usualmente con 

p32
) del SSO. Desde que se descubrió que el marcaje radioactiva tiene muchas 

desventajas, se reemplazo por una prueba no radioactiva utilizando marcaje con 

digoxigenina, que fue el que utilizamos en este estudio. 

Procedimiento 

Si existen las bandas se prosigue a preparar la cámara para dot-blot, colocando 

una membrana de Nylon en la cual se cargan las muestras amplificadas en los 

pozos de la membrana, inmovilizando con la aplicación de calor. Se aplican las 
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sondas marcadas (digoxigenasa) y se incuba para que se efectúe la hibridación o 

acoplamiento de las sondas; para eliminar el resto de las sondas no acopladas se 

hacen lavados repetidos con un buffer y se procede a visualizar la hibridación. 

Los iniciadores que se utilizaron para la determinación de los polimorfismos se 

diseñaron en el programa Oligo-4 a excepción del que identifica el TAP1*0101 

(47). 

Los iniciadores FTAP1*A 5' CACCCTGAGTGATTCTCT 3' , 

ACTGAGTCTGCCAAGTCT 3' amplifican una región de 235 pb del exón numero 4 

del gen TAP1, las condiciones de la amplificación son las siguientes: temperatura 

1, 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C 1 min, 55°C 1 min 72°C 1 min y una 

segunda Temperatura de 72°C por 7 mino la sonda que nos híbrida esta region es, 

5 ' GTCACCCTGATCACCCTG 3' nos identifica el alelo TAP1* 0101 , la sonda 

5' GTCACCCTGGTCACCCTG 3' nos apoya para determinar el alelo TAP1 *0301, 

las condiciones de hibridación son : sonda No 142°C toda noche sonda No 2 44 oC 

toda la noche, las condiciones de lavado post-hibridacion son 15 min en SSC 2X, 

20 min en SSC2X, SOS 0.1 %, 15 min a 42°C en SSC2X, SOSO.1 %, a 42°C 30 min 

en SSC2X, SOS 0.5% Y 20 min en Whashing Buffer (Roche). 

Los iniciadores FTAP1*B 5 ' GAGACAGGGACTTGATA 3 ' , 

AGATGGAAGACCGAAGAC 3' amplifican una región de 840 pb del exon numero 

6 del gen TAP1, las condiciones de la amplificación son las siguientes: 

temperatura 1, 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C 1 min, 55°C 1 min 72°C 1 

min y una segunda Temperatura de 72°C por 7 mino la sonda que nos híbrida esta 

region es, 5' CCCAGGCTTTGGAGGTGA 3' identifica el alelo TAP1 * 0401, la 

sonda 5' CCCAGGCTGTGGAGGTGA 3' nos apoya para determinar el alelo 

TAP1 *01 01, TAP1 *02011, TAP1 *02012, TAP1 *0301 las condiciones de 

hibridación son: sonda No 338°C toda noche sonda No 440°C toda la noche, las 

condiciones de lavado post-hibridacion son 30 min en SSC 2X, 20 min en SSC2X, 
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SOS 0.1 %, 15 min a 38°C en SSC2X, SOSO.1 %, 30 min a 38°C en SSC2X, SOS 

0.5% Y 20 min en Whashing Buffer (Rache). 

Los iniciadores FTAP1*C 5' CTIGCCTTTATCCTTCAGTICCTC 3 ' , 5' 

GTCTTTGCCTCGTCTICTATCTCT 3' amplifican una región de 562 pb del exon 

numero 10 del gen TAP1, las condiciones de la amplificación son las siguientes: 

temperatura 1, 94°C por 5 minutos, 5 ciclos de 94°C 1 min, 62°C 1 min 72°C 30 

seg, 25 ciclos de 94°C 40 seg, 68°C 40 seg 72°C 40 seg y una segunda 

Temperatura de 72°C por 7 mino la sonda que nos híbrida esta región es, 5' 

CAGAGGTAGACGAGGCTG 3' identifica el alelo TAP1 *0301 junto con la sonda 

No 2 , la sonda 5' CAGAGGT AGGCGAGGCTG 3' nos apoya para comprobar el 

alelo TAP1 *0101, las condiciones de hibridación son: sonda No 538°C toda 

noche sonda No 640°C toda la noche, las condiciones de lavado post-hibridacion 

son 30 min en SSC 2X, 20 min en SSC2X, SOS 0.1 %, 15 min a 38°C en SSC2X, 

SOSO.1 %, 30 min a 38°C en SSC2X, SOS 0.5% Y 20 min en Whashing Buffer 

Oespués de los lavados las membranas se depositaron en solución bloqueadora 

(Rache) por 30 minutos, lo cual fue seguido de la solución que contenía el 

anticuerpo anti-digoxigenina (Rache) con el cual se incubaron por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 2 lavados con buffer de 

lavado por 15 min., Cada uno, y por último, las membranas se incubaron en 10 

mi de solución color/sustrato recién preparada, con la finalidad de visualizar la 

hibridación . 

37 



X.RESULTADOS 

En el esquema general (figura 8) se muestran los grupos controles y experimental 

a los cuales se les tipificó T AP1. Se incluyeron 131 individuos no relacionados, 58 

sujetos normales seleccionados al azar y 73 pacientes con diagnóstico de 

Neumonitis por Hipersensibilidad. A todos se les tipificó HLA-TAP1 por la técnica 

Oligonucleótido Secuencia Específica. Adicionalmente, se analizaron 12 familias 

constituidas por 38 sujetos normales los cuales contaban con la tipificación de loci 

del complejo principal de histocompatibilidad de clase I (HLA-B) Y de clase II (HLA

OR Y DO). Estos se sumaron a 19 controles de población abierta también 

tipificados con lo que logramos obtener los haplotipos de 57 sujetos. 

El estudio familiar se realizó con el objeto de establecer la segregación y de esta 

forma definir los haplotipos para cada uno de los sujetos que participaron en este 

estudio. 

Frecuencias fenotípicas y génicas de HLA-TAP1 en población normal 

En la tabla 3 se muestran las frecuencias de HLA-TAP1 obtenidas en sujetos 

control, mestizos mexicanos no relacionados. El alelo que predominó de manera 

significativa fue el TAP1*0101 con una FF de 0.77 y FG de 0.52, lo cual es muy 

similar a lo reportado en otras poblaciones; el segundo alelo en orden de 

frecuencia fue el TAP1*02012 con una FF de 0.08 y FG de 0.04, seguido del 

TAP1 *0301 con una FF 0.07 Y FG 0.03, Y por último el 02011 con una FF de 

0.01 y FG de 0.005. En este estudio no se encontró el alelo TAP1*0401 . En cinco 

sujetos no se pudo distinguir uno de los dos alelas que conforman a TAP1 * debido 

a la presencia de un patrón de hibridación positivo con diversas sondas 

(ambigüedad), lo que impidió definir adecuadamente al posible subtipo. 

La comparación de las frecuencias alélicas de TAP1 obtenidas en este estudio con 

las reportadas en diversas poblaciones se muestran en la tabla 4. En términos 

generales las frecuencias alélicas son relativamente similares con predominio de 

de TAP1*0101 y TAP1*0201 en todas las poblaciones. Una diferencia importante 

con una investigación previa realizada en México se refiere al alelo TAP1*0301 el 
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cual nosotros encontramos con una frecuencia de 7.75 mientras que en el otro 

estudio estuvo ausente. 

Cabe destacar que en nuestro trabajo se utilizó una adecuada batería de sondas 

con lo que se logró incluso la diferenciación de los subtipos 1 y 2 del alelo 

TAP1 *0201, lo cual no ha sido reportado en estudios previos (tablas 3 y 4). 

Por otro lado, la tabla 4 muestra que las frecuencias obtenidas en nuestro estudio 

son similares a las reportadas en la población Española. 

Haplotipos 

Los posibles ligamientos entre alelas de HLA-8, -DR, -DO Y TAP1 se presentan de 

las tablas 5 a la 7. Las combinaciones entre alelas de HLA-DR y TAP1 (tabla 5) 

nos indica que las asociaciones más frecuentes se encuentran entre TAP1 *01 01 

con HLA-DR4 (22), HLA-DR8 (13), HLA-DR7 (10), HLA-DR14 (7), Y HLA-DR17 

(5). En el caso de TAP1*02012, la combinación mas frecuente también fue con el 

HLA-DR4 (5). Alelas infrecuentes como TAP1*02012 se asociaron a HLA-DR7 y 

HLA-DR16. 

En cuanto a los haplotipos más característicos entre HLA-DO y TAP1 (tabla 6), se 

encontraron las combinaciones de TAP1*0101 con HLA-D08 (30), HLA-DO 4 (15), 

HLA-D02 (14), HLA-D05 (11), y de TAP1*02012 con el HLA-D08 con (6). Como 

se puede observar el número de combinaciones entre estos loci es menor, debido 

a que HLA D08 es menos polimórfico que HLA-DR y HLA-8. 

Finalmente, los haplotipos más comunes entre HLA-8 y TAP1 (tabla 7) están 

representados con el TAP1*01011igado a los alelas HLA-839, 835, 844, 861 , 851 

Y 88. Debido a que el locus HLA 8 es el más polimórfico dentro del sistema HLA, 

existe mayor diversidad de combinaciones respecto a los otros loci de HLA. 

39 



En la tabla 8 se presentan las combinaciones posibles entre HLA-B, HLA-DR, Y 

HLA-DO con los alelos de TAP1 de 57 sujetos de los cuales tenemos 38 

relacionados (12 familias) y 19 controles sanos no relacionados. El análisis por 

haplotipos reveló que existen 66 combinaciones diferentes en las que predomina 

el haplotipo HLA B61 DR4 D08 TAP1*0101 con una frecuencia de 0.061 (6.14 %). 

De los haplotipos que se identificaron en este estudio, únicamente el 31 .8% (21 

haplotipos) r~basan las frecuencias del 0.1 %. Debido a que es el primer estudio en 

población mexicana que analiza como haplotipo a HLA clase 1, clase II y TAP 1, no 

existen datos para llevar a cabo comparación con otras poblaciones. 

Sin embargo, las frecuencias haplotípicas que incluyen a HLA clase 11 (HLA DRB1 

Y DOB 1) con T AP1 han sido previamente exploradas en Mestizos Mexicanos. Los 

resultados comparativos con nuestro estudio se presentan en la tabla No. 9. Las 

frecuencias haplotípicas de DRB1*08-DOB1*04-TAP1*0101 (FH = 0.13) Y 

DRB1*14-DOB1*07-TAP1*0101 (FH = 0.03) correlacionan con las ya descritas en 

la población mexicana. Por el contrario, el haplotipo DRB 1 *04-DOB 1 *08 -

TAP1 *01 01 muestra una frecuencia significativamente mas elevada en nuestro 

estudio en relación con los datos reportados previamente (FH = 0.30 versus FH = 

0.11, pe= 0.01). Probablemente, debido al tamaño de la muestra , en nuestro 

estudio no se encontraron otros haplotipos reportados en México como el 

DRB1 *07-DOB1 *02-TAP1 *02011/12, 

DRB1*06-DOB1*07-TAP1*0401. 

DRB1*16-DOB1 *07-TAP1 *02011/12, y 

Frecuencias fenotípicas y génicas de HLA-TAP1 en pacientes con 

Neumonitis por Hipersensibilidad 

La tabla 10 nos indica las frecuencias fenotípicas y génicas de TAP1 en pacientes 

con Neumonitis por Hipersensibilidad. Del grupo de 73 pacientes estudiados, el 

alelo predominante fue el TAP1*0101 con una FG de 0.5 seguido de TAP1*02011 

con una FG de 0.03, TAP1*0301 con una FG de 0.03, TAP1*02012 con una FG de 

0.003, y por último TAP1*0401 con una FG de 0.005. 
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La tabla 11 muestra la comparación entre las frecuencias génicas de TAP1 * en 

pacientes y controles sanos. Se observó una disminución significativa del alelo 

TAP1*02012 en los pacientes con neumonitis por hipersensibilidad en relación con 

los sujetos normales. El análisis estadístico reveló una razón de momios de 0.08 

(IC 0.00-0.57) con una P corregida <0.002. Esta disminución pareció a expensas 

del alelo TAP1*02011 el cual se encontró incrementado en el grupo de pacientes 

en comparación con controles sanos (OR de 4.19, IC 0.84-28.30). Sin embargo, 

este incremento no alcanzó significancia estadística. 
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XI. DISCUSiÓN. 

La neumonitis por hipersensibilidad es una enfermedad pulmonar provocada por 

una reacción inmune exagerada a la inhalación de diferentes partículas orgánicas. 

Los mecanismos por los cuales la exposición a estos antígenos resulta en NH no 

se conocen con precisión, pero parecen involucrar la formación de complejos 

inmunes en los casos agudos, y una hiperreactividad mediada por linfocitos T en 

los casos subagudos y crónicos (1). Un aspecto importante lo constituye la 

observación de que solo una pequeña parte de las personas expuestas 

desarrollan la enfermedad; esta información, sumada al hecho de que algunos 

pacientes curan mientras otros progresan a la fibrosis aun en ausencia del agente 

agresor, sugiere que el desarrollo y evolución de la NH depende probablemente 

de una compleja interrelación entre factores genéticos y ambientales. 

Como la NH es una enfermedad inmunopatológica y el MHC desempeña un papel 

fundamental en el desarrollo apropiado de la respuesta inmune, este complejo ha 

sido uno de los posibles candidatos para evaluar la susceptibilidad genética. Entre 

otras funciones, el sistema HLA forma parte de las moléculas que están 

involucradas en la presentación de péptidos a las células T C08 por HLA clase I y 

a células T C04 por HLA clase 11. De hecho, en esta región se encuentra 

codificada gran parte de la maquinaria empleada para el procesamiento, 

degradación, transporte y presentación de antígenos a los linfocitos T citotóxicos y 

T facilitadores (45, 46). 

En este contexto, estudios previos desarrollados en nuestro Instituto han 

demostrado que al menos parte de la susceptibilidad genética a desarrollar NH se 

relaciona con el sistema MHC, especialmente con HLA clase 11, así como con 

polimorfismos del promotor del factor de necrosis tumoral alfa (3). En particular, se 

encontró un incremento en la frecuencia de HLA ORB1*1305 Y HLA 0081*0501 Y 

un decremento de HLA 008*0402 en los pacientes con NH, lo que sugiere que 

diferentes polimorfismos dentro de este complejo pueden participar en los 

mecanismos de susceptibilidad/resistencia al desarrollo de esta enfermedad. 

En el presente estudio, ampliamos esa investigación analizando el polimorfismo de 

los genes TAP1 del sistema MHC en el desarrollo de esta enfermedad en 
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pacientes Mestizos Mexicanos. Como se mencionó previamente, los genes TAP 

son polimórficos yen la actualidad se reconocen oficialmente 6 alelos de TAP1 y 

4 de TAP2 (IMGT 08). Estos genes están localizados en el grupo de genes de 

HLA clase 11 sobre el brazo corto del cromosoma 6 humano, entre HLA-DP y Da 

(48), y desempeñan un papel fundamental en la presentación adecuada de 

péptidos para el reconocimiento inmune. 

TAP es una proteína transmembranal que tiene propiedades únicas con respecto 

al reconocimiento y translocación de un vasto espectro de péptidos antigénicos, en 

especial aquellos relacionados con la respuesta inmune mediada por MHC clase 1. 

El transporte de péptidos antigénicos al lumen del retículo endoplásmico y su 

unión con moléculas MHC clase I es un proceso esencial para su presentación a 

linfocitos T citotóxicos. En este sentido, la pérdida de la función de TAP puede 

provocar la pérdida de la expresión de estas moléculas clase I en la superficie 

celular con la consecuente alteración en la respuesta inmune. Más aun, se ha 

sugerido que células que carecen de moléculas MHC clase I pueden ser blanco de 

células asesinas naturales. 

Diversos estudios sugieren que TAP puede participar en el desarrollo de diferentes 

enfermedades humanas (78), y en este sentido, se han descrito asociaciones con 

Tuberculosis (47), Artritis Reumatoide (79), Sarcoidosis (48, 80), Miastenia Gravis 

(81), y Cáncer de Pulmón (82) entre otras. 

Particularmente, un cierto número de pacientes con diversas enfermedades 

autoinmunes asociadas con el complejo principal de histocompatibilidad, como por 

ejemplo, diabetes tipo 1, síndrome de Sjogren y enfermedad de Hashimoto, 

muestran una disminución en la expresión de TAP1 y TAP2 (103). Por otro lado, 

se ha sugerido que la fosforilación anormal de T AP puede provocar respuestas 

inmunes citotóxicas, y subsecuentemente el desarrollo de ciertas enfermedades 

autoinmunes que se asocian con polimorfismos de TAP (104). 

Con estas bases conceptuales nos propusimos estudiar a estos genes en 

población mestiza mexicana con neumonitis por hipersensibilidad. Es importante 
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señalar que a la fecha no existen reportes sobre el polimorfismo de los genes 

TAP1 implicados en la susceptibilidad o protección a esta enfermedad. 

Un primer análisis enfocado a la población control mostró que el alelo T AP1 más 

frecuente en la población mexicana es el TAP1 *01 01, el cual pudiera ser un gen 

ancestral, ya que también ha sido reportado en otras poblaciones con una 

frecuencia muy elevada. Sin embargo, estudios realizados en otras especies 

sugieren que el gen ancestral de TAP1 * es el TAP1 *02011, el cual evolucionó y 

mediante mutaciones puntuales dio origen al TAP1*0101 y al TAP1*0301 (105). 

En términos generales, las frecuencias alélicas de los genes T AP1 * en mestizos 

mexicanos correlacionaron con las obtenidas en otros grupos étnicos(106). Sin 

embargo, la comparación de las frecuencias obtenidas en este estudio con las 

reportadas en uno previo también realizado en población mestiza mexicana, 

muestra algunas diferencias en los alelas TAP1 *0201, 0301 Y 0401; en parte, esta 

discrepancia puede estar relacionada con la metodología empleada en ambos 

estudios, ya que, aunque el sistema de amplificación refractaria a la mutación 

(ARMS) es una técnica muy común y fácil de realizar no es tan sensible como el 

método basado en hibridación con oligonucleótido secuencia específica (SSO) 

que fue el utilizado en este estudio (107). Esto nos permitió por ejemplo diferenciar 

entre el alelo TAP1*02011 y TAP1*02012. Adicionalmente, las diferencias pueden 

deberse también al reducido número de sujetos examinados en ambos estudios. 

Por otro lado, nuestros resultados en población normal mostraron frecuencias 

semejantes a los de la población española. 

Es importante destacar que la diferenciación entre los alelas TAP1*02011 y 02012 

fue posible debido al diseño de los iniciadores que se emplearon y mediante los 

cuales exploramos dos nuevas regiones que en previos estudios se habían 

considerado con la finalidad de asignar los alelas 02011, 02012 Y 0401. Con el 

último, existe una discrepancia debido a que se ha reportado que en la posición 

333 éste codifica para isoleucina (GTG) y de acuerdo a la base de datos del 

Instituto de Investigación Anthony Nolan (en la cual basamos el diseño de 
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iniciadores y sondas) se reporta que dicha posición codifica para el aminoácido 

Leucina (TIG) (Figuras 6 y 7). 

En el caso del alelo 02012 en la posición 661 se encuentra el aminoácido prolina 

(CCA) y este se diferencia de los demás alelos por su triplete (CCG). El alelo 

02011 se determina explorando las cuatro regiones 333, 458, 637, Y 661 (Figura 

9). 

El análisis de la segregación familiar de genes HLA clase I y 11 (HLA-B-DR-DQ) Y 

TAP1 en el grupo control sugiere que la combinación de HLA-B61 DR4 DQ8 

TAP1 *01 01 es la mas frecuente, seguida en orden de frecuencia por HLA-B35 

DR8 DQ4 TAP1 *0101 Y HLA B 44 DR4 DQ8 TAP1 *01 01. 

En un estudio previo desarrollado en población mestiza mexicana se habían 

evaluado los haplotipos de TAP1 con genes de HLA clase 11 (105). La 

comparación de esos resultados con los nuestros muestra una excelente 

correlación en lo que respecta a los haplotipos DRB1*08-DQB1*04 -TAP1*0101 y 

DRB1*14-DQB1*07-TAP1*0101. Por el contrario, la combinación DRB1*04-

DQB1*08-TAP1*0101 se encontró en nuestro estudio con una frecuencia 

incrementada. Por otro lado, los haplotipos DRB 1 *07 -DQB 1 *02-T AP1 *02011/12, 

DRB1*16-DQB1*07 - TAP1*02011/12 y DRB1*06-DQB1*07 -TAP1*0401, 

estuvieron ausentes en nuestro grupo de controles. 

A la fecha existen varios estudios que tratan de esclarecer el posible papel que los 

polimorfismos de los genes T AP pueden desempeñar . en el desarrollo de 

enfermedades humanas. Como se mencionó, en particular se han analizado 

padecimientos con fondo autoinmune o enfermedades infecciosas como la 

tuberculosis pulmonar. En este último caso por ejemplo, Rajalingam y cols (47) en 

un estudio realizado en la India encontró una asociación significativa con el alelo 

TAP2*0101/0103 (riesgo relativo de 4.3), aunque los autores no pudieron 

diferenciar entre un alelo y otro. Recientemente se ha explorado el polimorfismo 

de estos genes con algunas enfermedades en la que se involucra la vía de 

presentación por HLA clase I como por ejemplo el síndrome de inmunodeficiencia 

45 



Falta página 



algunas diferencias, lo que sugiere que la distribución de estos genes puede tener 

diferencias regionales y étnicas (110). 

47 



XII. CONCLUSIONES 

1. El alelo TAP1 más frecuente en la población mexicana es el TAP1*0101, lo cual 

coincide con todas las poblaciones étnicas estudiadas hasta la fecha . 

2. El análisis por haplotipos permitió determinar la existencia de 66 haplotipos 

diferentes. El más frecuente fue la combinación TAP1-HLAB61-DR4-DQ8. Solo 21 

de los 66 haplotipos presentaron frecuencias arriba de 0.1 %. 

3. El alelo TAP1*02012 se encontró significativamente disminuido en los pacientes 

con neumonitis por hipersensibilidad , sugiriendo que puede otorgar resistencia al 

desarrollo de la enfermedad . 

4. Será importante en el futuro determinar nuevas combinaciones alélicas 

mediante la secuenciación de las regiones comprometidas y determinar el 

polimorfismo de los genes TAP2 en pacientes con NH. 

48 



0101 
0201 
0301 
0401 
ND 

Tablas 

Tabla NO.3.- Frecuencias fenotípicas (FF) y génicas (FG) de TAP1, en 58 
sujetos sanos, mestizos mexicanos 

ALELOS n = 58 FF FG 
116 

ÁLELOS 

0101 90 0.77 0.52 
02012 10 0.08 0.04 
0301 9 0.07 0.03 
02011 2 0.01 0.005 
0401 O 0.00 0.00 
ND. 5 0.04 0.02 

Tabla No 4.- Frecuencias alélicas de TAP1 en diferentes poblaciones 

Mex* Mex Fra Fra Fra Ale Esg EU J~n J~n Jgn Jgn 
n = 58 n=89 n=41 n=70 n=162 N=101 n=106 n=80 n=35 n=75 n=95 n=106 
77.5 75 .8 85.4 91.4 83.3 73.8 75.3 83.8 81 .0 90.5 85.3 86.3 
10.3 20.3 9 .7 7.1 16.3 15.8 14.4 13.1 10.0 9.5 14.7 12.7 
7.75 O 3.7 1.4 0.5 8.9 6.2 3.1 O O O 0.9 

O 3.9 1.2 O O 1.5 O O 9.0 O O O 
4.45 

* Presente estudio 

Tabla No. 5.- Frecuencia de combinaciones entre alelos dellocus HLA-DR y 
HLA-TAP1 

Haplotipo DRBI-TAPl No. 

DRB 1 *04-TAPI *0101 22 
DRBI *08-TAPl *0101 13 
DRBI *07-TAPI*0101 lO 
DRBI *14-TAPI*0101 7 
D RB 1 * 1 7-T AP 1 * O 101 5 
DRB 1 *04-TAPI *02012 5 
D RB 1 * 1 1-T AP 1 * O 1 O I 4 
DRB 1 *OI-TAPl *01 01 3 
DRBl *13-TAPl*0101 3 
DRBl *15-TAPl*0101 3 
DRBl *16-TAPl*0101 3 
DRBI *04-TAPI *0301 2 
DRB 1 *03-TAPI *0101 - 1 
DRB 1 *07-TAPI *02012 1 
DRBl *16-TAPI*02012 1 

DRBl *13-TAPl*0301 
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Tabla No. 6.- Frecuencia de combinaciones entre alelos del locus HLA-DQ y 
HLA-TAP1 

Haplotipo DRQI-TAPl No. 

DQBl *08 -TAPl *0101 30 
DQB1*04-TAP1*0101 15 
DQB1*02-TAP1*0101 14 
DQBl *05 -TAPl *0101 11 
DQB1*07 - TAP1*0101 7 
DQB1*06 - TAP1*0101 5 
DQBl *08 -TAPl *02012 6 
DQBl *09 - TAPl *0101 3 
DQB1*03-TAP1*0101 2 
DQB1*02 - TAP1*02012 2 
DQBl *08 - TAPl *0301 
DQBl *05 - TAPl *0301 
DQB1*07 - TAP1*0301 
DQBl *06 -TAPl *02012 
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Tabla No. 7.- Frecuencia de combinaciones entre alelas dellocus HLA-B y 
HLA-TAP1 

Haplotipo lirA '0-T API ~o. 

B39 TAPl *0101 11 
B35 TAP1 *0101 10 
B44 TAP1 *0101 10 
B61 TAP1 *0101 8 
B8 TAP1*0101 7 
B51 TAP1*0101 7 
B18 TAP1*0101 4 
B52 TAP1 *0101 4 
B7 T AP1 *0101 3 
B49 T AP1 *0101 3 
B53 TAP1 *0101 3 
B39-TAP1 *02012 3 
B40 TAP1 *0101 2 
B62 TAP1 *0101 2 
B13 TAP1*0101 
B38 TAP1 *0101 
B41 TAP1 *0101 
B45 TAP1*0101 
B50TAP1*0101 
B57 TAP1 *0101 
B58 TAPl *0101 
B65TAP1*0101 
B75 TAPl *01 01 
B35TAPl *02012 
B61 TAPl *02012 
B51 T APl *02012 
B13TAP1*02012 
B63T APl *02012 
B70T APl *02012 
B35 TAP1*0301 
B61 TAPl *0301 
B51 TAPl *0301 
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Tabla No 8.- Frecuencias Haplotípicas HLA-B-DR-DQ-TAP1 

No HLA-B HLA-DR HLA-DQ HLA-TAPl n F.H% 
1. 61 4 8 0101 7 6.14 
2. 44 7 2 0101 5 4.38 
3. 44 4 8 0101 5 4.38 
4. 8 17 2 0101 5 4.38 
5. 35 8 4 0101 4 3.50 
6. 35 4 8 0101 4 3.50 
7. 39 4 8 02012 4 3.50 
8. 39 8 4 0101 4 3.50 
9. 39 4 8 0101 3 2.63 
10. 52 14 7 0101 3 2.63 
11. 13 4 8 0101 3 2.63 
12. 51 4 8 0101 3 2.63 
13 . 65 1 5 0101 3 2.63 
14. 8 1 5 0101 2 1.75 
15 . 35 11 7 0101 2 1.75 
16. 8 17 2 02012 2 1.75 
17. 39 16 5 0301 2 1.75 
18. 53 13 6 0101 2 1.75 
19. 62 4 8 0101 2 1.75 
20. 63 13 6 0101 2 1.75 
21. 18 7 9 0101 2 1.75 
22. 53 1 5 0101 1 0.87 
23 . 62 8 4 0101 0.87 
24. 7 5 0101 0.87 
25 . 7 14 5 0101 0.87 
26. 7 15 6 0101 0.87 
27. 8 8 4 0101 0.87 
28. 8 15 6 0101 0.87 
29. 13 7 2 02012 0.87 
30. 18 3 2 0101 0.87 
31. 18 14 2 0101 0.87 
32. 18 8 4 0101 0.87 
33. 35 16 5 0101 0.87 
34. 35 14 7 0101 0.87 
35 . 35 4 7 0301 0.87 
36. 35 16 8 02012 0.87 
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Continuación Tabla 8 
(Frecuencias Haplotípicas HLA-B-DR-DQ-TAP1) 

HLA-B HLA-DR HLA-DQ HLA-TAPl No F.H 
37. 35 17 2 0101 1 0.87 
38. 38 4 8 0101 1 0.87 
39. 39 11 7 0101 0.87 
40. 4005 4 8 0101 0.87 
41. 40 7 9 0101 0.87 
42. 40 4 8 0101 0.87 
43. 41 7 2 0101 0.87 
44. 44 16 8 0101 0.87 
45. 45 15 6 0101 0.87 
46. 49 13 3 0101 0.87 
47. 49 4 8 0101 0.87 
48. 49 11 7 0101 0.87 
49. 50 14 5 0101 0.87 
50. 51 11 13 0101 0.87 
51. 51 17 2 0101 0.87 
52 . 51 8 4 0101 0.87 
53 . 51 4 8 01012 0.87 
54. 51 14 5 0101 0.87 
55. 51 13 5 0301 0.87 
56. 51 7 2 0101 0.87 
57. 52 4 7 0101 0.87 
58 . 53 5 0301 0.87 
59. 57 7 9 0101 0.87 
60. 58 13 6 0101 0.87 
61. 61 4 4 0101 0.87 
62. 61 4 8 0301 0.87 
63 . 61 4 8 02012 0.87 
64. 62 8 4 0301 0.87 
65 . 70 15 2 02012 0.87 
66. 75 8 4 0101 0.87 

114 100 % 
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Tabla No 9.- Frecuencias Haplotípicas de HLA DRB1*-DQB1* en Mestizos 
Mexicanos reportadas por dos grupos de investigación. 

Haplotipo 

DRB1 *08-DQB1 *04 -TAP1 *0101 
DRB1 *04-DQB1 *08 -TAP1 *0101 
DRB1 *14-DQB1 *07 -TAP1 *0101 
DRB1 *07-DQB1 *02 - TAP1 *02011/12 
DRB1 *16-DQB1 *07 - TAPl *02011/12 
DRBl *06-DQB1 *07 - TAPl *0401 

Mex* 
INER 
n = 58 

0.13 
0.30 
0.03 

Mex 
INDRE** 

n = 89 

0.12 
0.11 
0.05 
0.03 
0.02 
0.03 

INER. Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. 
** INDRE. Instituto Nacional de Referencia Epidemiologica. 

Tabla No 10.- Frecuencias fenotípicas (FF) y génicas (FG) de TAP1, en 73 
pacientes con NH 

n = 73 FF FG 
TAPl * 146 

Alelos 
0101 110 0.75 0.5 
02011 10 0.06 0.03 
0301 10 0.06 0.03 
0401 2 0.01 0.005 
02012 1 0.006 0.003 
ND. 13 0.08 0.04 

Tabla No 11.- Frecuencias génicas de TAP1* en las distintas poblaciones en 
estudio. 

TAP1 NH Grupo Control pe OR IC95% 
(n = 73 alelos =146) (n = 58 alelos = 116) 

f\J FG f\J FG 
0 101 110 0.5 90 0.52 0.78 0.88 0.48 - 1.63 
02011 10 0.03 2 0.005 0.09 4.19 0.84 - 28.30 
02012 1 0.003 10 0.04 0. 002 0.07 0.00 - 0.57 
0301 lO 0.03 9 0 .03 0.96 0.87 0.31-2.44 
0401 2 0.005 O 0.00 1.00 1.63 0.11 - 4.84 
ND 13 0.04 5 0.02 0.22 2.17 0.69 - 4.84 
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Figura 8.- Esquema general del estudio 

Tipificación de T AP 1 (n = 131) 

Familias (12) 
38 

No relacionados 
19 

Figura No. 9 .- Alineación de la secuencia de aminoácidos de la base de 
datos del Instituto de investigación Anthony Nolan. 

HLADB-l.5 . 0-Jan2000 
HLA-TAPl Amino Acid Sequence Alignments 
Sequences Aligned : 04-Jan-2000 
Steven G. E . Marsh, Anthony Nolan Research Institute. 

TAP1*0101 
TAP1 *020 11 
TAP1*02012 
TAP1*0301 
TAP1*0401 

310 
I 

ENLSLFLWYL 
~ -~------ -

----------

410 
I 

320 330 340 
I 

VRGLCLLGIM LWGSVSLTMV TLITLPLLFL 
----- - -- - - - --- - -- --- --V------ -
----- -- --- ----- - ---- --V------ -
---------- ---------- --V--- - ---
---- - ----- -- -- -- - - - - --V-------

420 430 440 
I I 

350 360 
I 

LPKKVGKWYQ LLEVQVRE SL 

450 
I 

4 60 
I 

TAP1*0101 
TAP1 *02011 
TAP1*02012 
TAP1*0301 
TAP 1*0401 

NQKEAVAYAV NSWTTSISGM LLKVGILYIG GQLVTSGAVS SGNLVTFVLY QMQFTQAVEV 

610 620 630 
I I I 

640 
I 

650 
I 

-------L--
660 

I 
670 

I 
TAP1*0101 YGLTQKPTME EITAAAVKSG AHSFISGLPQ GYDTEVDEAG SQLSGGQRQA VALARALIRK PCVLILDDAT 
TAP1*02011 ---------- - - -------- ---------- ------G--- ---------- -------- -- --------- 
TAP1 *02 0 12 ---------- - --------- - -- ---- --- - -----G--- ---------- ---------- - -------- -
TAP1*0301 
TAP1*0401 ------G-- - -------Q--
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