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Abreviaturas utilizadas
A continuacion se enuncian las abreviaturas utilizadas en la presente tesis, se expone
su significado en espafiol, la descripcion en inglés se encuentra en el cuerpo del texto,
cuando es el caso. Presentados por orden alfabético
X AlF: Factor de induccion de apoptosis.
<> AIF-1: Factor inflamatorio en aloinjerto.
<> BAKL1: Bcl2-antagonista/asesino.
<> BAT3: Transcrito 3 asociado a HLA-B.
X CDKNZ1A: Inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 1.
X CIITA: Activador de la transcripcién de clase Il.
<> CTLAA4: Antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos.
<> DAXX: Proteina asociada a muerte 6.
X DMEM: Medio de Eagle modificado por Dubelcco.
<> FADD: Dominio de muerte asociado a Fas.
<> FPI: Fibrosis pulmonar idiopéatica.
<> GAF: Factor de IFN-y activado.
<> Glo: Glioxalasa-1.
X HLA: Antigenos leucocitarios humanos.
<> HMGA1: Dominio AT-hook 1 de alta movilidad.
X HSP70: Proteina de choque térmico de 70 kDa.

<> ICE: Enzima convertidora de Interleucina-1.
X IFN: Interferén, puede ser a, B, .

X IL: Interleucina.

<> IRF-1: Factor 1 de respuesta a IFN.

<> lkB-like: Proteina similar a IxB.

X kb: kilobases.

X kDa: kiloDaltones.

X LBA: Lavado bronquioalveolar.

<> LD: Desequilibrio de enlace.

X LMP: Proteinas de bajo peso molecular, existen las subunidades 2 y 7.

X LST1: Transcrito especifico de leucocitos. Anteriormente denominado B144 y
D6S49E.

< LTA: Linfotoxina a.



LTB: Linfotoxina . También llamado TNF-C.

Mb: Megabases.

MHC: Complejo principal de histocompatibilidad.

MIC: Genes relacionados a MHC clase |I.

NF-Y: Factor nuclear Y.

NFkB1: Factor nuclear xB1.

NID: Neumopatias intersticiales difusas.

NK: Células asesinas naturales

pb: pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

RFX: Factor regulador X.

Ski2: Super asesino 2.

Smac/DIABLO: Segundo activador de caspasa derivado de mitocondria/Proteina
de unién directa al dominio IAP.

SOX4: Caja Y 4 de regiéon determinante del sexo.

SP-C: Proteina C del surfactante.

SSP: Iniciadores secuencia especifica.

Stat91: Sefial de transduccion y activador de la transcripcion.
TAP: Transportador asociado con procesamiento antigénico 1y 2.
TGF-B1: Factor de crecimiento transformante 1.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNFR-1: Receptor 1 del TNF.

TRADD: Dominio de muerte asociado al receptor de TNF.

X->BP: Proteina de unién a X.



RESUMEN
La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), es una enfermedad pulmonar cronica,
caracterizada por proliferacion de fibroblastos y remodelacion tisular. Aunque es
considerada una enfermedad multifactorial, los posibles genes involucrados son
desconocidos. Los estudios a cerca del posible papel que desempefia el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC), son pocos y en algunos casos muestran
resultados contradictorios. En el presente estudio, analizamos el polimorfismo de los
locus HLA-B, -DRB1 y -DQB1, en un grupo de 75 pacientes con FPIl y 95 sujetos
clinicamente sanos (grupo control), utilizando técnicas de PCR en modalidad de
iniciadores secuencia especifica. Adicionalmente, examinamos el efecto del lavado
bronquioalveolar (LBA) de pacientes con FPI con diferentes haplotipos HLA (-B-DRB1-
DQB1) en la tasa de crecimiento epitelial alveolar a través de un ensayo de viabilidad
con el reactivo WST-1. La apoptosis epitelial se determind por citometria de flujo y la
activacion de caspasa 3 en homogenizados celulares por medio de un ensayo de
ELISA. Tres haplotipos resultaron incrementados significativamente en el grupo de
pacientes con FPI: (1) HLA B*15-DRB1*0101-DQB1*0501 (OR = 10.72, IC = 1.43-
459.6; pC = 0.011); (2) HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301 (OR = 4.42 IC = 1.21-24.1;
pC = 0.024); y (3) HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 (OR = 4.73, IC = 1.53-19.5; pC =
0.005). ElI LBA de pacientes con este ultimo haplotipo produjo una reduccién
significativa de la tasa de crecimiento epitelial (~30%) e indujo apoptosis de células
epiteliales tratadas para su activacion con caspasa 3 (351.7 + 16.5 pg/10° células contra
264 * 24 de los controles, y 274 + 36.8 y 256.5 + 10.7 de otros haplotipos; p < 0.05), asi
como un aumento en el marcaje de la ruptura de DNA por citometria de flujo (23.7
6.9% contra 3.1 £ 0.7% de los controles, y 6.5 + 0.6% y 7.6 £ 1.2% de los otros dos
haplotipos p < 0.01). Estos hallazgos sugieren que algunos polimorfismos del MHC
confieren susceptibilidad a desarrollar FPI, la cual puede estar relacionada con la
induccion de apoptosis de células epiteliales, un proceso critico en el desarrollo de la

enfermedad.



COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Antecedentes

El complejo principal de histocompatibilidad, MHC (por sus siglas en inglés Major
Histocompatibility Complex) fue descubierto hace mas de 50 afios (1). Se trata de una
coleccion extendida de genes localizada, en humanos, en el brazo corto del cromosoma
6, especificamente en la banda 6p21.3. Este locus fue originalmente identificado y
denominado asi debido a su papel en el rechazo de érganos trasplantados y de hecho
muchos de sus genes (>40%) se han asociado a importantes funciones en la biologia
del sistema inmunoldgico (2).

Esta regidn del genoma comprende genes especificos de histocompatibilidad, y en los
ultimos 25 afios su naturaleza ha sido resuelta con el advenimiento de las técnicas de
clonacion de DNA y la determinacion de varias estructuras de los antigenos de HLA
clase | y Il. En el MHC se han identificado 224 loci distintos, que se agrupan en el
llamado MHC clasico. Posteriormente se describid un grupo adicional de 40 loci, al
conjunto total de 264 loci se le denomina MHC extendido. Dos hechos resultan
relevantes de esta particular region del genoma: es la region de genes mas densamente
poblada y agrupa a las proteinas humanas mas polimérficas conocidas a la fecha, las

moléculas de clase | y Il (3).

Historia del MHC

Peter A. Gorer, entre 1936-1937, al tratar de diferenciar los grupos sanguineos en
cepas endogamicas de ratdén establecid la existencia de dos sistemas antigénicos: el
primero era comun a todas las cepas difiiendo Unicamente en cantidad, a éste le
denomino “Antigeno I” (Ag I). El segundo, (Ag Il) le parecié particularmente interesante
ya que estaba presente en algunas cepas, pero ausente en otras y se transmitia de
forma dominante de acuerdo a las leyes de segregacion Mendeliana (4).
Posteriormente, realizando injertos de tumores entre diversas cepas de ratones, George
D. Snell demostrd que se trataba de un antigeno de histocompatibilidad al que llamé H-
2 (5). En 1948 Snell, Gorer y Lymam describieron un locus en el cromosoma 17 de
ratones que era el determinante primario de la aceptacién o rechazo del transplante de
tejidos de una cepa a otra (6).

En 1958, Dausset descubrio el primer antigeno de este tipo en humanos y lo llamé Mac,
conocido ahora como HLA-A2, (7). Posteriormente van Rood y van Leeuwen en 1963 y



van Rood en 1967 describieron los antigenos del “grupo 4” 4a y 4b (actualmente
denominados Bw4 y Bwe6), con métodos de leucoaglutinacion (8). En 1965 Jean
Dausset e Ivanyi postularon que muchos de los antigenos detectados en humanos
formaban parte de un sistema genético analogo al MHC murino y lo denominan Hu-1.
Mas tarde un comité de nomenclatura lo designé como HLA, del inglés human leukocyte
type A, puesto que fue en leucocitos donde se definié originalmente (9). Los diferentes
estudios a lo largo de la historia del MHC lograron definir 6 loci genéticos
independientes; los tres primeros, determinados por técnicas puramente seroldgicas se
denominaron como HLA-A, -B y -C (HLA clase 1) y los tres posteriores se localizaron en
una region genomica adyacente llamada HLA-D (HLA clase Il). Al primer producto
génico correspondiente a esta region, se le denominé “relacionado con HLA-D” o HLA-
DR (del inglés HLA-D related) y a los dos posteriores se les asigné el nombre de HLA-
DP y HLA-DQ (7).

El descubrimiento de los genes “MIC” o relacionados a MHC clase | (del inglés MHC
class | chain related) y sus variantes alélicas, son el hallazgo mas reciente descrito a la
fecha (10).

Organizacion genética del MHC

En los seres humanos, el MHC se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 donde
ocupa alrededor de 8 megabases (Mb). Muchos de los genes encontrados en este
complejo codifican proteinas cuya funcidn todavia se desconoce (2). En términos
genéticos, el MHC se extiende 4 centimorgans lo que significa que ocurren
entrecruzamientos entre cromosomas homélogos con una frecuencia del 4% en cada
meiosis. La similitud entre la organizacion genética del MHC humano y el modelo
murino, permite hacer comparaciones en el cartografiado genético. El MHC murino (H-
2) se encuentra localizado en el cromosoma 17, y en ambas especies se encuentra
telomérico al gen de la Glioxalasa-1 (Glo) (11).

Historicamente y basados en ciertas caracteristicas funcionales el MHC ha sido dividido
en tres regiones: la region de genes que codifican para las moléculas de clase Il, que es
centromeérica, la regidn de genes de las moléculas de clase lll y la region de genes
encargados de codificar a las moléculas de la clase | ubicadas hacia el telémero (figura
1) (12). El &rea mas centromérica de la regiébn de genes de las moléculas clase Il
contiene a los locus HLA-DP, -DQ y -DR, en tanto que el area mas telomérica de la
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region de los genes de las moléculas clase | agrupa a los genes HLA-A, -B y -C,
denominados genes HLA clase | clasicos, asi como genes relacionados, que se
distribuyen en aproximadamente 2 Mb (2). Los loci de clase I, denominados no clasicos
HLA-E, -F y -G, se encuentran distribuidos entre los genes clasicos, estan
evolutivamente relacionados, pero parecen tener funciones distintas en la respuesta
inmune, principalmente asociadas al reconocimiento de ciertos grupos de células NK
(13).

Cromosoma 6

< I
)
< - . i
A
'd A\
CLASE Il CLASE Il CLASE IV CLASE |
A ] A |
f N\ 1 r Y \
DP DMA LMP2 TAP1 LMP7 TAP2 DQ DR C4/Bf TNF LT MIC B C A

Figura 1. Organizacion genética del MHC humano (sistema HLA). Se sélo se
esquematizan los genes clasicos de cada region.

En 1999 Austin Hughes propuso una nueva clasificacion para los genes de la region de
clase | basandose en la biologia evolutiva y la localizacibn cromosémica, en donde se
tomo en consideracion a todos los genes de HLA clase | y genes ligados al mismo (14).
La region de genes de clase Il, esta constituida en dos subregiones, la primera o clasica
incluye a los locus HLA-DR, -DQ y -DP, en tanto que los agrupados como no clasicos
comprenden a HLA-DO, -DM, los genes TAPl y 2, asi como las subunidades del
proteosoma LMP2 y 7 (15).

La region de clase lll agrupa a los genes que codifican para componentes del sistema
del complemento C2, C4a, C4b de la via clasica y el factor B de la via alterna de la
cascada del complemento.

Ciertos genes involucrados en inflamacion, estrés e infeccién, identificados en la region

central del MHC, en el extremo telomérico de la clase lll han sido reagrupados como
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clase IV. Entre estos se encuentran tres miembros de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral “TNF” (por sus siglas en inglés Tumor Necrosis Factor), el gen
codificante para AIF-1 (en inglés allograft inflammatory factor-1) y la HSP70 (en inglés
heat shock protein 70 kDa).

Existen numerosas diferencias evolutivamente significativas en cuanto a la secuencia y
la estructura entre los genes de clase lll y los reagrupados en clase IV que no pueden
explicarse por mecanismos de duplicacién génica o divergencia, lo que los hace
suficientemente distintivos para agruparlos como region de clase IV (16, 17).

Regulacion de la transcripcion de los genes HLA

Existen caracteristicas importantes para la expresion de las moléculas HLA:

1) La expresion constitutiva de las moléculas de clase | es distinta de las de clase II. En
general las moléculas de clase | estan presentes en todas las células nucleadas
(con raras excepciones), mientras que las moléculas de clase Il normalmente se
expresan soélo en células dendriticas, linfocitos B, macréfagos, células endoteliales y
algunas otras (18).

2) La tasa de transcripcion es el principal determinante de la expresion de las
moléculas de HLA en la superficie de la célula. Puede haber también una regulacién
post-transcripcional, pero es poco importante (19).

3) La transcripcion y la expresion de los diversos genes de las moléculas de clase | y
clase Il estan reguladas en forma coordinada. Sin embargo, la transcripcién de las
moléculas de clase | y Il puede ser regulada de manera independiente en la misma
célula (18, 19).

4) En una amplia variedad de tipos celulares, diversas citocinas modulan la tasa de
transcripcion de los genes de las moléculas de clase |1 y Il, y este es un mecanismo
importante de amplificacion para la respuesta de las células T. En casi todas las
estirpes celulares examinadas, el interferon (IFN)-a, IFN-B e IFN-y aumentan de
manera significativa el nivel de la expresion de los genes HLA clase I. El TNF y la
linfotoxina o (LTA), también pueden incrementar la expresion de las moléculas de
clase | (19).

En el caso de las moléculas de clase Il, no s6lo se muestran diferencias en las estirpes

celulares en que éstas se expresan, sino también en la regulacién por citocinas

especificas del tipo celular; por ejemplo, los fagocitos mononucleares expresan
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constitutivamente niveles bajos de moléculas de clase Il hasta que son estimulados por
IFN-y u otras citocinas. El incremento en la expresion es antagonizada por IFN-a, IFN-3
e interleucina (IL)-10. Los linfocitos B expresan constitutivamente moléculas de clase |,
las cuales se incrementan con el estimulo de IL-4, IL-10 e IL-13, y se inhibe por
prostaglandinas y glucocorticoides. Algunas células como las neuronas no responden a
ninguna citocina conocida y permanecen sin expresar moléculas de clase Il (19). Los
efectos de las citocinas estan mediados por la activacion de diferentes factores de
transcripcion que se ligan a secuencias reguladoras de DNA de los genes en cuestion.
En la mayoria de los tipos celulares, los genes de las moléculas de clase | se
transcriben constitutivamente en respuesta a dos secuencias cortas denominadas
amplificador A y B. En las células en reposo, el amplificador A tiene una secuencia
consenso kB, que esta ocupada por el factor de transcripcion KBF1 (homodimero de
subunidades p50 NFkB-1). Se desconoce el factor que se une al amplificador B.
Cuando las células se tratan con TNF las subunidades p50 son desplazadas por los
heterodimeros p50/p65 (NFkB-1/RelA) aumentando la transcripcion. Situada a unos 20
nucledtidos del amplificador A se encuentra una secuencia que se adapta a los
requerimientos de una secuencia consenso del IFN. En células tratadas con IFN (a, B 0
y) este lugar se ocupa por un factor de transcripcion llamado IRF-1 (del inglés IFN
response factor-1) y esto incrementa la transcripcion. Cuando se trata las células con
ambas citocinas a la vez, se produce un efecto sinérgico (18).

Los genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis de las moléculas de clase |l
se transcriben de manera coordinada con los genes estructurales con los cuales
comparten secuencias reguladoras en cis y a los cuales se unen proteinas
multiméricas. La caja X esta ocupada por el complejo proteico RFX (regulator factor X),
la caja X, por la proteina de X;BP (X binding protein), y la caja Y por el complejo NF-Y
(nuclear factor-Y). La union de estos complejos proteicos al DNA es cooperativa y
requiere que estén presentes en la célula los tres complejos para que cualquiera de
ellos se una con eficacia.

En humanos se ha identificado una mutacion en la proteina CIITA (class-1l transcription
activator), la cual no se une directamente al promotor de los genes de clase Il, sino que
se une al complejo RFX/X;BP/NF-Y. Esta mutacién provoca una inmunodeficiencia
primaria severa caracterizada por ausencia de expresion de moléculas de clase Il en la

superficie celular, llamada sindrome del linfocito desnudo. La sintesis de CIITA es
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inducida por IFN-y y ciertos factores de crecimiento. Distintos estudios han demostrado
que CIITA es el principal regulador de los genes de las moléculas de clase Il, actuando
como un interruptor molecular que controla tanto la expresion constitutiva como la
inducible de las moléculas de clase Il (20-23). Ademéas se ha observado que la
expresion de CIITA es suficiente para activar los genes de las moléculas de clase I,
aun en ausencia de estimulacion con IFN-y, lo que sugiere que CIITA es el principal
regulador de la expresion constitutiva e inducible de clase Il. En general, los IFN's,
regulan la transcripcion génica por medio de la fosforilacion de varios factores de
transcripcion que comparten una proteina de 91 kiloDaltones (kDa) llamada Stat91
(signal transducer and activator of transcription), Stat91 es también conocida como GAF
(IFN-y-activated factor) (21).

Moléculas HLA clase |

Distribucion

Las células soméaticas nucleadas expresan moléculas de clase |, aunque el nivel de
expresion varia dependiendo del tejido, se expresan en abundancia en células linfoides,
en menor proporcién en higado, pulmén y rifién, de forma muy aislada en cerebro y
musculo esquelético, y no se expresan moléculas de clase | en el endotelio corneal ni
en neuronas (24). De manera interesante, el trofoblasto humano no presenta las
moléculas HLA clase | clasicas, sino las llamadas moléculas adicionales de clase Ib (no
clasicas). Al menos tres de estas proteinas han sido identificadas, las cuales tienen alta
homologia con las moléculas HLA clasicas. Se trata de las moléculas HLA-E y HLA-F
gue se expresan en muchos tejidos fetales y adultos, y HLA-G, que solo se expresa en
tejidos placentarios y en la interface materno fetal donde las moléculas clésicas de
clase | y Il estan ausentes (25). Carosella y colaboradores en 1999 describieron la
ausencia de la expresion de moléculas HLA clase | clasicas y la relevancia de la
expresion de HLA-G especialmente en el primer trimestre de la vida fetal, donde se
encuentra en células endoteliales de vasos sanguineos placentarios, células de epitelio
timico, monocitos activados en sangre periférica y en menor proporcion en células de la
glia.

Finalmente, la presencia de IFN-y mejora la expresion de HLA-G en la superficie de

monocitos. (25, 26).
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Estructura

Las moléculas de clase | estan constituidas por dos cadenas polipeptidicas, una cadena
a 0 cadena pesada, con una masa relativa estimada entre 43 y 45 kDa y unida de
manera no covalente a una cadena  no polimorfica de 12 kDa. La cadena o es una
glucoproteina altamente polimérfica determinada por un gen en el MHC mientras que la
cadena 3, a la que se le ha denominado 2 microglobulina, es determinada por un gen
localizado en el cromosoma 15. La B, microglobulina es necesaria para que las
moléculas de clase | adquieran una conformacién adecuada y sean transportadas del
interior de la célula a la membrana plasmética (24, 27).

La cadena a esta conformada por un polipéptido central de 40 kDa el que se orienta de
tal manera que tres cuartas partes del polipéptido completo, incluyendo la regién amino
terminal y el grupo oligosacarido se extiendan en el medio extracelular; un pequefo
segmento hidrofobo atraviesa la membrana y los 30 aminoacidos del extremo carboxilo
terminal se localizan en el citoplasma (tallo citoplasméatico). Como se menciond, la
cadena f interactia de manera no covalente, con la porcion extracelular de la cadena o
y no tiene union directa a la célula (27, 28).

Con base en la secuencia primaria de aminoacidos y a la estructura cristalina de las
porciones extracelulares, las moléculas de clase | se han dividido en cinco dominios
separados, dos dominios extracelulares de unién al péptido (al, a2), un dominio similar
a inmunoglobulina (a3), un dominio transmembranal y un dominio intracitoplasmatico,
segun se aprecia en la figura 2 (24).

La cadena o completa se encuentra constituida por 338 aminoacidos divididos por
regiones: una porcion extracelular hidrofilica inicia en el extremo amino terminal y
abarca los residuos 1 a 281; una porcién transmembranal hidrofébica constituida por los
aminodacidos 282 a 306 y finalmente una region intracelular hidrofilica formada por los
aminoacidos 307 a 338. La region de las moléculas de clase | que interactia con el
antigeno peptidico esta formada por los primeros 180 aminoacidos. Aunque el sitio de
captacion del antigeno de la molécula clase | tiene cierta selectividad por los elementos
peptidicos que capta, es bastante distinto de su homélogo en las inmunoglobulinas
debido principalmente a que la hendidura es demasiado pequefia para unirse a una
proteina globular intacta (27-29). Los estudios mutacionales y estructurales de las
moléculas de clase | han demostrado que el dominio no polimorfico a3 contiene un

bucle que se proyecta y es responsable de la union al CD8 del linfocito T (30).
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Péptido anclado

[35 microglobulina

Figura 2. Molécula HLA de clase | clasica. Representacién esquematica en modelo
de listdn de un antigeno HLA clase I.

P2 microglobulina

A diferencia de la especie murina en donde existen 2 alelos comunes, esta cadena es
invariable para todas las moléculas de clase | estudiadas en el hombre. Caracterizada
como [2 microglobulina, este polipéptido fue denominado B2 por su movilidad
electroforética, micro por su tamafio y globulina por su solubilidad. La 2 microglobulina
interactba con la plataforma de la ldmina plegada B2 del dominio de unién al péptido,
permitiendo un contacto extenso con los residuos de aminoacidos de al y a2. La
interaccion de la 2 microglobulina con los dominios al y a2 se refuerza cuando al y
a2 interactian con el péptido. De manera similar, la interaccion energéticamente
favorable de la B2 microglobulina con la cadena o de la clase | estabiliza la union
peptidica (31, 32).

Moléculas HLA clase Il

Distribucion

En contraste con la amplia expresion de las moléculas de clase I, las moléculas de
clase Il son expresadas primordialmente por células presentadoras de antigeno de tipo
profesional, los linfocitos B, macrofagos, células dendriticas, epiteliales de ductos

mamarios, de tubulos renales y de tracto digestivo (24). Sin embargo, bajo la influencia
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de IFN-y se induce su expresion en casi cualquier célula somatica. Los linfocitos T
humanos (no asi los murinos) expresan moléculas de clase Il al ser activados, los
monocitos y macréfagos las expresan constitutivamente, mientras que para los ratones

la expresion de moléculas clase Il depende de IFN-y ( 20, 21, 24).

Estructura

Las moléculas de clase Il consisten de un heterodimero de dos cadenas polipeptidicas,
una a a la que se le ha estimado con una masa relativa de 32 a 34 kDa y una cadena 3
de 28 a 30 kDa (33). Ambas cadenas son muy similares en cuanto a su estructura
(aunque la cadena o tiene mayor grado de glucosilacion) y se encuentran asociadas de
manera no covalente. Las dos cadenas poseen un extremo amino terminal extracelular
y un extremo carboxilo terminal intracelular y alrededor de dos tercios de ellas estan

localizados en el espacio extracelular (figura 3).

Figura 3. Molécula HLA de clase Il clasica. Representacion esquematica en modelo
tubular de un antigeno HLA clase Il. La cadena o se representa en verde y la 3 en
azul.

Poseen una distribucidn por regiones: 1) Una region extracelular que a su vez se divide
en dos dominios, ubicados en el extremo amino terminal de la molécula y que le otorgan
la carga hidrofilica que la caracteriza. 2) Una region transmembranal hidrofébica y
finalmente, 3) una region intracelular hidrofilica. Estas dos ultimas regiones anclan las

cadenas a la membrana celular (34). Con el conocimiento de la secuencia de
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aminoacidos de muchas moléculas de clase Il se ha podido determinar que existen

similitudes estructurales entre las moléculas de clase | y IlI, especialmente en la

hendidura de union del péptido.

Las cadenas o y B de las moléculas clase Il estan compuestas por 229 y 237

aminoacidos respectivamente (34, 35). La region extracelular hidrofilica de la cadena «,

contiene, como se describié antes, 2 dominios, que los constituyen los residuos 1 al 84

y 85 al 178, denominados respectivamente al y a2. La regién extracelular hidrofilica de

la cadena 3 también contiene dos dominios, que van de los residuos 1 al 91y 92 al 192,

denominados respectivamente B1 y B2. El extremo carboxilo terminal, tanto de la

cadena o como B, contindan en regiones cortas de conexion, seguidas de tramos de 25

aminoacidos hidrofobos que atraviesan la membrana. En ambas cadenas la region

hidrofoba transmembranal termina en un grupo de aminoacidos basicos que se
contindan por los extremos carboxilo terminal de los polipéptidos que forman apéndices
citoplasmaticos hidrofilicos. Las caracteristicas estructurales de las moléculas HLA-DQ

y -DP son similares a las de -DR. Las cadenas de la molécula -DQa y B poseen 264 y

229 aminoacidos mientras que las cadenas a y 8 de los DP tienen cada una 229 (34).

Las moléculas clase Il tienen caracteristicas estructurales que las hacen similares a las

inmunoglobulinas (34, 36) y Unicas entre si. De las estructuras que las caracterizan

estan el alfa hélice (a-hélice) y la conformacion beta (conformacion ).

Caracteristicas del a-hélice:

e Los grupos alquilo de todos los aminoacidos se extienden hacia el exterior.

e La hélice realiza un giro completo cada 3.6 aminoacidos.

e La hélice esta orientada hacia la derecha y gira en direccion de las manecillas del
reloj (dextrogiro).

e El grupo carboxilo (-C=0) de cada union de péptidos se extiende paralelamente al
eje de la hélice y apunta directamente al grupo amino del péptido unido, 4
aminodacidos abajo en la hélice, formando un puente de hidrogeno entre ellos (figura
4).

Caracteristicas de la conformacion g

e Consiste de pares de cadenas tendidas lado a lado.

e Se estabiliza por puentes de H entre el atomo de oxigeno del grupo carboxilo en una
cadenay el grupo amino en la cadena adyacente.
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e Las cadenas son antiparalelas; de amino terminal a carboxilo terminal, la direccién

de una es opuesta a la otra (figura 4).

Figura 4. Caracteristicas estructurales del a hélice (panel a) y la conformacién
B (panel b). Esquemas en modelo de listén

La estructura tridimensional de las moléculas clase Il se ha resuelto mediante
cristalografia de rayos X. Este analisis revelo una notable similitud estructural entre las
moléculas MHC. Ambas clases (I y IlI) presentan una profunda hendidura en la
superficie, donde se anclan los péptidos (34, 37, 38).

Puesto que cada molécula HLA, tiene “cargado” un péptido antigénico, cada célula

despliega en su superficie cientos de miles de péptidos diferentes (39).

Region de la grieta o hendidura

La hendidura o fosa acanalada tiene un tamafio consenso de 25 A de largo por 10 A de
ancho y 11 A de fondo (40); se trata de una formacion flexible y extendida que
representa el sitio de unién de los péptidos procesados y de hecho, aqui se localiza el
polimorfismo de las moléculas clase Il. Una molécula de clase Il solo puede captar un
namero limitado de fragmentos peptidicos antigénicos, por lo tanto, muestra cierta
selectividad para los antigenos, pero carece de la especificidad fina del sitio de
captacion de una inmunoglobulina. En la hendidura captadora de antigeno creada por
las dos a hélices y la plataforma, se puede aceptar un péptido antigénico procesado
(figura 5) (39). Las a hélices y el péptido antigénico forman el ligando reconocido por el
receptor de los linfocitos T CD4 (facilitadores). Las restricciones para el reconocimiento

del complejo péptido antigénico y clase Il por los linfocitos T CD4, son similares a
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aquellos para el reconocimiento del complejo péptido antigénico y clase | por los
linfocitos T CD8 (supresores/citotoxicos). Las orillas del surco o canal de union a
péptidos de la molécula HLA estan abiertos lo que permite la union de péptidos de
longitud variable (generalmente de 13 a 25 aminoacidos) (27, 39).

HLA-DRB1*0301

¢—chain

\ W / f—chain

HLA-DQ +péptido

Figura 5. Region de la grieta. Modelo tubular de las moléculas HLA-DR y DQ.

Los residuos de péptidos son anclados en cavidades o “pockets”, por su significado en
inglés, (27, 34); tipicamente, una molécula de HLA tiene seis pockets (denominados del
A al F), distribuidos a lo largo de la grieta. Dos o tres de ellos, generalmente B y F, son
particularmente interesantes, debido a que influyen en la seleccion entre el péptido a
unir y su correspondiente molécula de HLA; ademas se constituyen como péptidos de
anclaje en la fosa de las moléculas HLA. EIl resto de los pockets, aunque tienen

importancia en la unién con el péptido, no son determinantes en la seleccién especifica
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del péptido a unir (39). El producto de un alelo particular, es capaz de unir un gran
namero de péptidos, generalmente miles de ligandos (41).

Los péptidos difieren en su secuencia, pero comparten dos o tres residuos de
aminoécidos, a los que se les llama motivos, mismos que se unen dentro de las
cavidades de anclaje (39, 42).

Las primeras moléculas de HLA que se cristalizaron por métodos bioquimicos fueron
HLA-DR1 (34, 43) y HLA-DR3 (44), revelando que son muy similares a las estructuras
de clase |, (43, 45) y confirmando los modelos hipotéticos previamente propuestos por
Brown (46). Posteriormente se conocieron los motivos para varios alelos de las
moléculas HLA-DQ (42, 47-53).

Como ya se menciond, ambas cadenas polipeptidicas de clase Il pueden ser
polimorficas, especialmente los dominios al y Bl. Los productos clase Il mejor
caracterizados en el humano son HLA-DR, -DQ y -DP.

El gen de la cadena a del locus HLA-DR es DRA y no es polimoérfico. Las cadenas
son codificadas por los genes DRB1, que determinan la cadena B con las
especificidades DR1 a 18, DRB3 que determina las especificidades DR52, Dw24, Dw25
y Dw26, DRB4 que es responsable de la especificidad DR53, y DRB5 que codifica
DR51. DRB2, 6, 7, 8 y 9 son pseudogenes (54).

No todos los individuos expresan todos los genes DRB. En ciertos haplotipos puede
haber dos (o tres) productos DR, ambos con la misma cadena o pero con cadenas f3
diferentes. DR52 se encuentra en individuos DR3, DR5, DR11, DR12, DR13, DR14,
DR17 y DR18, mientras que DR53 se asocia a DR4 (Dw4, Dw10, Dw13, Dw14, Dw15,
Dw17, Dw23), DR7 y DR9. Finalmente, DR51 esta presente en DR15 y DR16. El unico
alelo con un solo dimero DR es DR8.

En HLA-DQ hay dos genes a Yy tres B; sélo -DQAL y -DQB1 son funcionales mientras
que -DQA2, -DQB2 y -DQB3 son pseudogenes.

En HLA-DP hay cuatro genes, dos codifican la molécula HLA-DP y los otros dos son
pseudogenes. Los productos de los genes DMA y DMB forman un heterodimero con
30% de homologia con otras moléculas clase Il (49, 54).

Otros genes de la regién clase Il, que son estructuralmente distintos de las moléculas
del HLA, codifican polipéptidos que colaboran en el procesamiento de antigenos. Entre
éstos se encuentran los genes TAP1 y TAP2 (del inglés transporter associated with

antigen processing 1 y 2), que codifican transportadores de péptidos, y los LMP2 y
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LMP7 (del inglés low molecular weight polypeptide proteasome 2 y 7), que codifican
componentes del proteosoma. Estas moléculas son esenciales para la generacion y
transporte de péptidos que se unirdn a las moléculas clase | en el interior del reticulo

endoplasmico (55).

Moléculas HLA clase lll

A los aproximadamente 700 kb de DNA que separan a las regiones HLA clase Il de la
clase | se les denomina regién de HLA clase lll, la cual agrupa a una coleccion de
genes de funciones dispares. La mayor parte de estos genes han sido identificados por
estudios de secuenciacion y aun no han sido definidos a nivel funcional. Algunos de
ellos estan relacionados con la respuesta inmune innata e inflamacion (56).

La clonacién molecular ha logrado la identificacion de 60 genes en esta regién; la
delineacion de la organizacion global, estructura génica, formas de empalme alternativo,
similitud entre proteinas y elementos reguladores potenciales en cis conducen a varias
conclusiones:

1) HLA clase Il es la region génica mas densa del genoma humano: >14% de su
secuencia es codificante, aproximadamente 72% de la region es transcrita y hay
un promedio de 8.5 genes por cada 100 kb.

2) El tamafio de los genes, el nUmero de exones, y las distancias intergénicas son
similares entre distintas especies.

3) La regidon contiene una heterogénea mezcla de genes, de los cuales solo pocos
se han definido con claridad y comprobado su funcion.

4) Las secuencias no codificantes conservadas entre especies se encuentran
principalmente en la region 5 UTR (5’ no traducida) o al menos cercana a esta;
muchos de estos bloques conservados son probables elementos reguladores en
cis. El tamafio promedio de las secuencias codificantes de la region de clase lli
es de 1.79 kb; la region 5 UTR es de 233 pb (pares de bases) y la 3' UTR (3’ no
traducida) de 413 pb. El nUmero promedio de exones por gen en esta region es
de 11.2 (57).

Varios genes dentro de la clase Il del MHC tienen funciones definidas en la respuesta
inmune innata (57) e inflamacion (2, 3) incluyendo miembros del sistema del
complemento (C2, C4a, C4b, de la via cldsica y el factor B de la via alterna o via de la

properdina), asi como varios genes de reciente descubrimiento, miembros de dos
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diferentes superfamilias; la superfamilia de las inmunoglobulinas (IC7, G6b y G6f) y la
superfamilia Ly6 (G5b, G5c¢, G6c, G6d y G6e) (58).

En el extremo centromérico se encuentra el gen G15, que tiene homologia con la
acetiltransferasa de 4&cido lisofosfatidico, y estd probablemente implicado en
sefalizacion intracelular e inflamacién (59). IkB-like, que se encuentra adyacente a la
LTA, es probablemente un factor de transcripcion de la familia de NFkB (60). Otros
genes, por ejemplo la valina tRNA sintetasa esta involucrada en el ciclo celular y parece

no tener una funcion especializada en el sistema inmune (57).

Moléculas HLA clase IV

Recientemente, cierto nimero de genes involucrados en la inflamacion, incluyendo tres
miembros de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF, LTA vy linfotoxina
“LTB”), AIF-1 y HSP70 han sido identificados en la region central del MHC,
especificamente en el extremo telomérico de la clase Ill. Estos genes se extienden en
un espacio de 300 kb y estan implicados en varios aspectos de la respuesta a estrés,
inflamacion o infeccién o bien su expresion esta condicionada a células especializadas
del sistema inmune. Gruen y Weissman en 1997 sugirieron que estas caracteristicas
son suficientes para considerar a esta coleccibn de genes como una clase
independiente de la clase Ill, y propusieron denominarla clase IV (16, 17).

Superfamilia del TNF: Se trata de un grupo de genes de tres citocinas relacionadas,
TNF, LTA y LTB, proximas al extremo telomérico de la region de clase lll. El TNF ha
sido ampliamente estudiado y desempefia un papel preponderante en inflamacion, asi
como en infecciones bacterianas y virales. Es producido por una gran variedad de
células, incluyendo monocitos, macréfagos, y algunos subgrupos de células T. Algunos
polimorfismos en el gen del TNF se asocian con incremento en la susceptibilidad a
malaria cerebral fatal, y a diversos desordenes de tipo autoinmune (61). Actualmente se
ha documentado la existencia de variantes alélicas en el TNF; se trata de polimorfismos
puntuales en el promotor donde el cambio radica en una base y sitio especificos (62).
Principalmente se han estudiado dos polimorfismos, Guanina (G) por Adenina (A), en la
region reguladora 5, en las posiciones -238 y -308. El significado biolégico de este
polimorfismo indica que el alelo TNF-308.2 (A en la posicion 308), esta asociado con

altos niveles constitutivos e inducibles de esta citocina (63).
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LTA (también llamada TNF-f): Tiene acciones similares a las que realiza el TNF, pero
Su patron de expresion es considerablemente mas limitado. Se ha demostrado que la
delecién del gen de LTA, conduce a una ausencia especifica de nddulos linfaticos,
placas de Peyer y centros germinales esplénicos en el ratén, mientras que en ausencia
del gen de TNF, se desarrollan noédulos linfaticos y placas de Peyer, pero se carece de
foliculos primarios de células B esplénicos en el mismo modelo experimental (64).

LTB (también llamada TNF-C): Es una molécula unida a la membrana celular, que
forma un heterotrimero con LTA; este complejo puede inducir la activacion de NFkB en
ciertas lineas celulares, el cual es un factor de transcripcion pleiotrépico capaz de
activar la expresion de una gran variedad de genes criticos en la respuesta inflamatoria.
El complejo LTA-LTB es débilmente citotdxico (65).

B144 (D6S49E), también llamado LST1 (del inglés leukocyte specific transcript): Se
expresa exclusivamente en monocitos, macréfagos y células T y su expresion es
estimulada en especial por IFN-y. El RNA de B144 es un ensamble de cuatro
secuencias derivadas provenientes de la region 5’ y tres exones internos, asi como
varias formas del exén 3’; los exones 5 y 6 pueden estar asociados con algunas partes
de 5’ y pueden ser separados u omitidos del producto final del mRNA; como resultado
se han encontrado 24 o mas formas de mRNA final en células U937 (66).

IC7: Es preferentemente expresado en monocitos y otros tipos celulares de la linea
hematopoyética, se encuentra inmediatamente adyacente a B144; el producto
codificado por este gen tiene similitud parcial con antigenos de superficie como CTLA4
(del inglés Cytotoxic T lymphocyte antigen-4) (16).

AlIF-1: Este gen, especifico de monocitos y linfocitos, fue identificado a causa de su
elevado nivel de expresion en trasplantes cardiacos experimentales; sin embargo, su
funcién no ha sido elucidada (67).

IxB-like (IxBL): Se denomina asi por la homologia de ciertos motivos de su proteina
con IkB, el cual es un regulador negativo de NF«B a través de fosforilacion,
ubiquitinacion y degradacién. Por analogia IkBL, resulta ser un candidato a regulador de
la respuesta inflamatoria (60).

SK12W: Se encuentra centromeérico a los genes de HSP70 y codifica una proteina con
similitud parcial a Ski2 (superkiller 2), descrita en levaduras; a la que se le ha atribuido

un efecto antiviral. En levaduras impide la traduccion de mRNA no poliadenilados,
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haciéndolos susceptibles de degradacion. Se ha propuesto que en el humano pudiera
tener funciones similares actuando como mediador con efectos antivirales (68).

Familia MIC: Se trata de un grupo de genes homélogos y pseudogenes espaciados en
las regiones distales de las regiones de clase Il y I. Aunque la estructura de sus genes
y la de sus proteinas los hacen similares a las moléculas de clase |, son claramente
divergentes. Los Unicos miembros de esta familia conocidos por expresar mRNA, son
MICA y MICB; la proteina MICA se expresa y pliega de manera independiente de la 2
microglobulina y se ha encontrado especialmente expresada en la mucosa intestinal
(69).

Es con base en estos hallazgos, que Gruen y Weissman ofrecen para estos genes, una
designacion separada e independiente de la clase Ill, denomindndola clase 1V,
reconociendo sus multiples y potenciales implicaciones en la respuesta inflamatoria y
estrés (16).

Funcion biolégica del complejo principal de histocompatibilidad

La funcion primordial de las moléculas MHC es proveer al organismo de proteccion
contra patégenos. Esta funcién la realizan a través de vias sofisticadas, en las cuales
las moléculas de clase | presentan péptidos endogenos a linfocitos T CD8, en tanto que
las moléculas de clase Il, presentan péptidos exdgenos a los linfocitos T CD4. Una gran
cantidad de moléculas participan en estas vias, muchas de ellas codificadas dentro del
mismo MHC, como es el caso de las moléculas TAP, LMP, DM y DO (70). El
procesamiento de los antigenos esta vinculado a los mecanismos de sintesis y reciclaje
de todas las proteinas en el interior de las células y al proceso de transporte a través de
distintos compartimentos (71).

Zinkernagel y Doherty descubrieron en 1974 que los linfocitos T aislados de un raton
podian reconocer las células infectadas de un segundo ratén, siempre y cuando ambos
ratones expresaran las mismas moléculas MHC de clase |. La respuesta inmunitaria se
producia exclusivamente en presencia del antigeno correcto y de la molécula MHC
correcta. A este doble requisito, de un antigeno fordneo y una molécula MHC
apropiada, se le denomindé reconocimiento de antigeno restringido por el MHC o

“restriccion antigénica” (72, 73).
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Polimorfismo

Entre los individuos normales, al menos 1% de ellos expresara un gen “variable” al gen
homologo del resto de la especie. A este tipo de genes se les llama polimérficos y cada
variante comun de un gen polimoérfico se denomina alelo. Se dice que un individuo es
homocigoto cuando posee el mismo alelo en un locus genético de ambos cromosomas
homologos; cuando presentan alelos diferentes en cada cromosoma, se habla de un
individuo heterocigoto (74). El polimorfismo genético con cambios funcionales en la
proteina codificada, no es una caracteristica comun en genes de vertebrados; muchos
genes tienen alelos comunes y frecuentemente estos no exhiben diferencias
perceptibles en su funcién (funcionalmente neutrales). En contraste, existen datos, que
indican que el polimorfismo de los genes clasicos de los loci de clase | y || del MHC son
seleccionados por distintos mecanismos (75).

Los polimorfismos en MHC se encuentran predominantemente en los dominios al1/2 y
B1 de las moléculas de clase | y Il respectivamente. Estos dominios forman la regién de
unién al péptido, permitiendo a las distintas versiones alélicas de estas moléculas unirse
a diversos arreglos de péptidos (76). En el cuadro 1, se muestran los alelos de cada
uno de los distintos locus de la regién de HLA.

Existe evidencia de que el polimorfismo se mantiene por seleccion sobredominante (o
por una forma similar a la seleccion de balanceo, como por ejemplo la seleccion
dependiente de frecuencia), producto del andlisis del rango de sustitucion de
nucledtidos, en diferentes regiones de los genes HLA clase I. En el caso de muchos
genes, el rango de sustitucién de genes ‘sindnimos’ (0 silenciosos), excede el rango de
sustitucion de ‘no sinénimos’ (sustitucion o reemplazo), porque muchas mutaciones de
‘no sinbnimos’ son deletéreas y entonces son eliminadas por seleccidon natural. En
contraste, se puede presentar el raro caso en donde la seleccion natural actia a favor
de la diversidad de aminoacidos, como una fuerza excluyente de patrones de
sustitucion contraria. Esto es precisamente lo que se encuentra en los genes de clase
IA (14). Esta observacion es un punto central en el mantenimiento del polimorfismo,
presumiblemente conducida por la resistencia a organismos patdgenos. La naturaleza
molecular de este mecanismo selectivo, es debatida, al igual que la contribucion relativa
de la conversion génica, mutacion, recombinacion, u otros mecanismos por los cuales
se generan polimorfismos. Los genes no clasicos de clase |, -E, -F, -G y de la clase I

HLA-DM y -DO, son menos variables en sus secuencias, lo cual apoya el hecho de que
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el polimorfismo es producto de la presentacion antigénica (2). Gruen y Weissman han
postulado que los requerimientos para mantener el polimorfismo funcional en la clase II,
sean cuales sean, puedan incrementar el riesgo de reacciones autoinmunes y que quiza
por desequilibrio de enlace, los loci de clase IV, actian como un loci inmunomodulador
de compensacion (16).

Al parecer son tres los mecanismos primarios para la generacion de una secuencia
nueva de un gen clasico clase [I: mutacion puntual, recombinaciéon y
microrecombinacién, con diferentes grados relativos en diferentes loci. Las mutaciones
puntuales son atribuidas a errores durante la replicacion y reparacion del DNA
(comunmente en genes de vertebrados), pero la evidencia ha resultado controversial.
La recombinacién ha sido propuesta como un mecanismo de generacion de
polimorfismo principalmente entre exones (75). La microrecombinacién (o conversion
génica) implica la reposicion de una secuencia de un gen por la de otro gen sin
combinacion reciproca; se puede definir como un mecanismo de mutacion génica sin
pérdida de la funcion pero mas eficaz que la mutacion puntual debido a que se
introducen varios cambios a la vez. Los aminoacidos necesarios para mantener la
estructura proteica permanecen sin alterarse, si ambos genes implicados en la
conversién codifican en esas posiciones aminoacidos idénticos. A partir de los estudios
en genética poblacional, parece claro que la conversion génica es el principal
mecanismo responsable del enorme grado de polimorfismo de las moléculas del MHC
(74).

Sin embargo, la comparacion de diversos loci del MHC sugiere que para cada locus las
variantes son generadas por una mezcla de mecanismos diferentes (77). Para los
genes humanos de clase I, HLA-A, se ha relacionado principalmente con mutaciones
puntuales asi como un ocasional evento de mutacion a gran escala. Las secuencias de
HLA-B en cambio, muestran muchos segmentos de intercambio e incidentalmente un
elevado grado de evolucion (como ejemplo, la presencia de nuevos alelos en
poblaciones aisladas) y como consecuencia un gran numero de alelos alrededor del
mundo. Para las moléculas de clase Il HLA-DQA y -DQB predomina al parecer la
mutacion puntual, en tanto que el intercambio de segmentos se presenta en los genes
HLA-DPA y -DPB. Los genes HLA-DRB representan una mezcla de estos mecanismos.

En el caso de la aparicion de nuevos polimorfismos, se han descrito varias vias por las

27



cuales las frecuencias de estos aumentan o permanecen, entre ellas estan: seleccion,
arrastre genético, efecto fundador, tasa elevada de mutacion y deriva génica.

La seleccién ocurre cuando un alelo en particular confiere cierta ventaja a un individuo,
conduciendo a mas descendientes; si la ventaja es importante, el “nuevo alelo”
remplazara al “viejo alelo” completamente (es decir, el nuevo alelo, se “fija” en la
poblacion).

El arrastre genético ocurre si el alelo de un gen particular aumenta en frecuencia porque
es seleccionado (individuos portando alelos que conducen a mas descendencia),
entonces el alelo se “ligara” a un gen, el cual no pueda ser separado facilmente por
recombinacién, siendo “arrastrado” en frecuencia.

El efecto fundador es observado principalmente en poblaciones aisladas. Si un par de
individuos se trasladan a un territorio aislado y procrean, los pocos alelos (no
importando que tan raros y/o deletéreos hayan sido en la poblacion original)
transportados por aquellos dos individuos, se encuentran ahora en una frecuencia
elevada en esta nueva poblacion aislada (75).

Las moléculas clasicas, tanto de clase | como de clase Il muestran todas las
caracteristicas de la seleccion natural. Esto incluye un amplio numero de alelos
comunes e indices de heterocigocidad en poblaciones por arriba de lo esperado. Existe
un gran numero de diferencias que conducen a cambios en la secuencia de
aminoacidos (cambios no sinénimos o de reemplazo) comparados con aquellos que no
conducen a cambio en la secuencia de aminoacidos (cambios sinénimos o silenciosos),
lo que se considera una buena evidencia de seleccién a nivel de proteina mas que de
DNA. Estos cambios ocurren en ciertos sitios involucrados directamente en la regién de
union a péptidos, lo que apoya que éstos tienen claras razones funcionales para ser
seleccionados (78). Los péptidos derivan de proteinas intra y extracelulares para su
presentacion a linfocitos T, siendo esta funcion, la presion selectiva mas comunmente
aceptada que explica el gran numero de alelos de HLA. Esta presion selectiva es la
misma identificada en las relaciones entre predador-presa (de hecho, los patégenos son
considerados predadores, en este y muchos sentidos), denominada ventaja de alelos
raros (también conocida como seleccion dependiente de frecuencia) y ventaja
heterocigota o de heterocigocidad (también conocida como seleccién sobredominante).
Es decir, si un alelo presenta un efecto protector, y este es suficiente para la apropiada

supervivencia, entonces los alelos sin este efecto protector, denominados alelos de
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susceptibilidad, por poseer mutaciones desventajosas pueden ser eliminados de un
grupo de genes en una poblacion, como resultado de una seleccion negativa (75). En
1968 se creo el comité de nomenclatura para factores del sistema HLA; hasta Abril de
2006 se han identificado 2479 alelos. (cuadro 1) (79, 80).

Cuadro 1

Distribucion de alelos del sistema HLA.

Locus Alelos Proteinas Alelos nulos
HLA-A 451 358 36
HLA-B 782 672 25
HLA-C 238 188 6
HLA-E 9 3 0
HLA-F 20 4 0
HLA-G 23 6 1
HLA-DRA 3 2 0
HLA-DRB 522 430 7
HLA-DQA1 34 25 1
HLA-DQB1 71 55 1
HLA-DPA1 23 14 0
HLA-DPB1 124 111 2
HLA-DMA 4 4 0
HLA-DMB 7 7 0
HLA-DOA 12 3 1
HLA-DOB 9 4 0
TAP1 7 5 1
TAP2 4 4 0
MICA 61 52 0
MICB 25 20 2

Fuente: http://www.anthonynolan.org.uk/HIG

Nomenclatura del sistema HLA

La organizacion y nomenclatura de este sistema es realizada por el Comité de
Nomenclatura de Factores del Sistema HLA, con los auspicios de la Organizacion
Mundial de la Salud, el cual se encarga de considerar las adiciones y revisiones a la
nomenclatura de las especificidades del sistema, definidas tanto por técnicas
moleculares como seroldgicas (79, 80).

Los alelos clase | se denominan de acuerdo con el tipo seroldgico original con un
namero adicional, que indica el alelo en razon de su secuencia de nucledtidos,
precedido por un asterisco. La nomenclatura de los genes y moléculas clase Il resulta
méas compleja, por el hecho de estar constituidas por dos cadenas. De tal manera que
los genes de las cadenas o son designados como A y los de cadenas  como B; a esto

se debe agregar el hecho de que en algunas regiones isotipicas existe mas de un gen
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codificador para la cadena o y/o . Por tanto, los genes se designan como DRA (DR
solo cuenta con un codificador para la cadena o) DRB1, DRB2, etcétera. Los subtipos
de los alelos serologicos se designan (de acuerdo con su secuencia) al igual que las
moléculas de clase I, es decir, en razén del isotipo seguido de un asterisco, el serotipo
original y dos cifras méas (81). En el cuadro 2 se puede apreciar la nomenclatura en uso

para los alelos de HLA clase II.

Cuadro 2
Nomenclatura del sistema HLA. Ejemplo con el locus DRB1*.
Nomenclatura Indica:

HLA Indi_(za la region de HLA y el prefijo de un gen de esta
region.

HLA-DRB1 Un locus HLA en particular, en este caso DRB1.

HLA-DRB1*13 Un grupo de alelos que codifican para el antigeno DR13.

HLA-DRB1*1301 Un alelo HLA especifico.

HLA-DRB1*1301N Un alelo nulo.

HLA-DRB1*130102 Un alelo que difiere por una mutacion sinbnima.

HLA-DRB1*13010102 Un _a}lelo que contiene una mutacién fuera de la regién
codificante.

HLA-DRB1*13010102N Un_:allelo n_ulo que contiene una mutacion fuera de la
region codificante.

Fuente: http://www.anthonynolan.org.uk/HIG

La convencion para usar un codigo de cuatro digitos para definir a los alelos HLA de las
proteinas que codifican, fue establecida en 1987. En 1990 se afiadio un quinto digito,
para permitir la distincién entre secuencias que varian solo por una sustitucién sinénima
(no codificante) dentro de los exones. Cuando estas convenciones fueron adoptadas se
pensd que serian O6ptimas para la definicion total de los alelos de HLA, pero
actualmente se reconoce que ciertos genes exceden el numero de alelos que acepta el
codigo de 4 y 5 digitos arriba mencionado, para lo cual el comité de nomenclatura ha

tomado las previsiones correspondientes, como lo evidenciamos en el cuadro 2 (82).

Desequilibrio de enlace

Debido a que las parejas humanas son formadas al azar, la frecuencia para encontrar
un alelo HLA especifico unido o “ligado” a un segundo locus HLA particular, debera dar
como resultado el producto de las frecuencias de cada alelo como individual en la
poblacion, segun se ejemplifica a continuacion:

Los alelos HLA-B8 y HLA-DR3 se encuentran en poblacién britAnica blanca con

frecuencias de 0.09 y 0.12, respectivamente. Asi la frecuencia esperada con la cual el
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haplotipo HLA B8-DR3 deberia encontrarse es 0.09 x 0.12 = 0.0108, sin embargo, este
haplotipo presenta una frecuencia de 0.074, aproximadamente 7 veces la frecuencia
esperada.

A esta situacion (combinaciones de alelos que muestran frecuencias que exceden la
esperada) se conoce como desequilibrio de enlace o “LD” (por sus siglas en inglés
linkage disequilibrium). Esta se valora como la diferencia (A) entre las frecuencias
observada y la esperada que por ejemplo en el caso del haplotipo HLA B8-DR3, es
igual a 0.0632 (frecuencia observada - frecuencia esperada: 0.074 — 0.018 = 0.0632)
(70, 83).

El patron de LD a lo largo del genoma humano varia marcadamente entre regiones y
poblaciones; actualmente es el objetivo central de intensas investigaciones en busca de
elucidar posibles herramientas de mapeo de genes de susceptibilidad a diversas
enfermedades, asi como para revelar la historia demografica de las poblaciones del
mundo y las fuerzas selectivas que actuaron sobre estas ultimas (84). Diferentes
estudios han demostrado soélo breves puntos de recombinacién dentro del MHC, lo que
explicaria, al menos en parte, el mantenimiento del LD en esta region. Sin embargo,
este fendbmeno no es exclusivo del MHC y se han descrito otras regiones del genoma
en donde este tipo de desequilibrio esta presente; datos recientes muestran que los
puntos de recombinacion en el MHC se acompafian de conversion génica parcial,
producida por reparacion de intervalos, con eventual extincion de estos puntos de
recombinacién (85). El nivel de LD entre un determinado par de marcadores, depende
principalmente de factores moleculares y genéticos de la poblacién en estudio. A nivel
molecular, el entrecruzamiento, conversion génica y mutaciones recurrentes, pueden
reducir el LD. Por otro lado, los factores genéticos de la poblacién se ven afectados por
el tamafio de la misma, efecto de cuello de botella, mezcla poblacional, deriva génica y
seleccion (positiva 0 negativa) pueden tener efectos complejos.

Para estudiar el LD se han utilizado microsatélites como marcadores genéticos, pero
mas recientemente las investigaciones se han enfocado en el empleo de los llamados
SNPs (por sus siglas en inglés single-nucleotide polymorphisms), debido a su dinamica
mutacional simplista y su elevada prevalencia en el genoma humano. El LD entre
microsatélites se extiende en grandes distancias génicas que abarcan desde 1 hasta 4
Mb y puede variar entre distintas poblaciones. Estas asociaciones a ‘larga distancia’ no

se observan, salvo raras excepciones, entre SNPs como marcadores. Estas diferencias

31



probablemente reflejan las dinamicas mutacionales de los dos tipos de marcadores, los
microsatélites son multialélicos, mutan frecuentemente y entonces portan o acarrean
alelos ‘jévenes’, en tanto que los SNPs son bialélicos con alelos relativamente ‘antiguos’
(85).

Las caracteristicas globales del LD entre genes de clase | y I, han sido estudiadas por
mas de 30 afios (86, 87) y el término ‘haplotipo ancestral’ fue acufiado para describir
haplotipos conservados de poblaciones especificas. Estos comprenden intervalos de LD
consistentemente elevados denominados ‘bloques congelados’ que fueron arrastrados
en una evolucion reciente (84). Una explicacion adicional, quizas historica, postula que
las poblaciones humanas han crecido a partir de un nimero reducido de familias en los
ultimos miles de afios, y aun no ha ocurrido el tiempo suficiente para que se produzca

una combinacién en equilibrio apropiado (3).

Asociacion HLA y enfermedad

Los genes del sistema inmunoldgico son fundamentales en la resistencia a infeccion lo
que ha sido confirmado por diversos métodos en mas de 80 inmunodeficiencias
primarias, en donde alteraciones en diferentes propiedades del sistema inmunoldgico,
como transcripcion, traduccién, fenotipo en la superficie celular, o fagocitosis resultan
en vulnerabilidad ante la infeccién (88). Frecuentemente estas alteraciones provocan
susceptibilidad a un espectro muy preciso de microorganismos, tal es el caso de la
infeccidn por micobacterias en individuos con mutaciones en la via del interferon (89).
Para muchos genes relacionados a funciones inmunoldgicas, ha sido dificil demostrar
una asociacién directa con la resistencia o susceptibilidad a enfermedad. Gran cantidad
de moléculas de clase | y Il se asocian a diversas enfermedades autoinmunes, pero
resulta dificil esclarecer que enfermedades infecciosas condujeron al desarrollo de
estas susceptibilidades. Una posible explicacion es que los padecimientos que
originaron el extremo polimorfismo del MHC en humanos estan extintos (90).
Actualmente existen algunos ejemplos de alelos individuales del MHC asociados con
resistencia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas, como son HLA-B*27 y -B*57 y
lenta progresion en SIDA, pero en la mayoria de los casos es dificil mostrar una
asociacion concluyente, debido a que el alelo que inicialmente provee resistencia,
eventualmente predomina (91). En el modelo de seleccién dependiente de frecuencia,
es probable que un alelo comin de MHC se transforme en un alelo de susceptibilidad,
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como consecuencia de la variacion en la secuencia génica de los patégenos, que éstos
llevan a cabo como un mecanismo de escape ante la respuesta inmunolégica. De esta
manera el modelo de seleccién dependiente de frecuencia ha sido propuesto para
explicar la asociacion que existe entre malaria y algunos loci HLA-B en diferentes partes
de Africa; en paises del Oeste, como Sudan y Kenia, el alelo HLA-B*5301, derivado de -
B*3501 por un evento de conversion génica, confiere cierta proteccion contra la malaria,
en tanto que en Este africano (Gambia) el parasito de la malaria se ha adaptado,
provocando que B*5301 no sea un alelo protector (92, 93).

El MHC esta asociado con mas enfermedades que cualquier otra region del genoma
humano y la mayor parte de las asociaciones son con enfermedades de tipo
autoinmune (94). Estos padecimientos son comunes en paises desarrollados, en donde
afectan al 4% de la poblacion; su etiologia es compleja (por ejemplo: poligénica y no
Mendeliana) e involucra factores genéticos, epigenéticos y ambientales. Estudios
realizados en gemelos idénticos han sugerido que los factores genéticos pueden influir
de un 50 a 90%, lo que deja de 10 a 50% atribuible a factores no genéticos y
epigenéticos como alteraciones en la metilacion del DNA (70, 95).

La susceptibilidad para algunas enfermedades no autoinmunes también se relaciona
con el MHC; estas asociaciones van desde el cancer hasta la narcolepsia. Es
importante sefalar que los alelos de “susceptibilidad a enfermedad” son comunes en
individuos normales no afectados (sanos), lo cual es consistente con la nocién de que la
autoinmunidad es influenciada por la contribuciéon de multiples factores que pueden
incluir otros genes y el efecto de factores ambientales. En ningln caso se puede
argumentar que un alelo particular de HLA es suficiente para causar determinada
enfermedad.

En algunos modelos, como HLA-B27 y espondilitis anquilosante, aunque el 95% de los
pacientes con esta enfermedad expresan el alelo HLA-B27, sdlo el 3% de la poblacion
Caucasica portadora de este alelo desarrolla la enfermedad. Una condicion similar se
presenta con narcolepsia y HLA-DQB1*0602, en donde este alelo se presenta en la
mayoria de los pacientes y resulta un util indicador diagnéstico, pero la frecuencia de
este alelo en la poblacion normal no afectada alcanza el 25%, haciendo dificil su
interpretaciéon como un indicador especifico de la patologia (3).

La hemocromatosis es una de las pocas enfermedades cuyo origen ha sido resuelto
gracias a su relacion con el MHC. Después de intensas busquedas en la vecindad del
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locus HLA-A (de hecho HLA-A3, se manejé como un indicador temprano de la
enfermedad) se logro la identificacion del locus HLA-HFE, >3 Mb telomérico a HLA-A,
primero por estudios de clonacién posicional y después por analisis funcional. El gen
Hfe esta relacionado con la familia de moléculas HLA clase |, con 55% de identidad con
HLA-A3, identificAndose dos mutaciones sin sentido, Cys282Tyr y His63Asp, que se
presentan en la mayoria de los pacientes con la forma hereditaria de la patologia. En
esta enfermedad el fuerte desequilibrio de enlace fue crucial para la identificacion del
gen causal (96).

El establecimiento de una correlacion directa entre una enfermedad y un determinado
gen MHC es particularmente dificil por dos factores principales; casi todas las
enfermedades asociadas a HLA son multifactoriales y, aun cuando se haya establecido
una relacién con HLA, los hallazgos pueden resultar ambiguos o contradictorios en
diferentes poblaciones. A pesar de estos problemas, se han realizado notables avances
en investigacion de este tipo. Por ejemplo, una mutacion en el promotor del gen BDR2
ha sido asociada con una forma comun de epilepsia idiopatica generalizada, y epilepsia
mioclonica juvenil (97). Por otro lado, se han encontrado asociaciones que involucran la
estructura tridimensional de las proteinas; un ejemplo lo constituye HLA-
DQA1*0102/DQB1*0602, en el cual el volumen del pocket P4 de la regién de la grieta,
se asocia a la susceptibilidad a la narcolepsia; en contraste el volumen de P6 y la
especificidad de P9, se encuentran asociados a la proteccién contra diabetes tipo 1 que
el alelo DQB1*0602 confiere (98). En el caso de la espondilitis anquilosante, la
asociacion se establece con el alelo HLA-B*2705, el cual puede presentar un péptido
propio en dos conformaciones estructurales extremadamente diferentes, mientras que
el alelo HLA-B*2709, que no se encuentra asociado con la enfermedad, difiere en sélo
un aminoacido con B*2705. Individuos con este Ultimo alelo generan repertorios de
células T especializadas contra péptidos propios, enlazando de esta manera un
polimorfismo genético con la presentacion de péptidos, la seleccion de células T y el
desarrollo de espondilitis anquilosante (99).

Se han propuesto varias hipotesis que pretenden explicar los mecanismos de
asociacion entre los alelos del MHC y el establecimiento de la susceptibilidad a
enfermedades; los de mayor relevancia de acuerdo a las evidencias que los sustentan
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Mimetismo molecular: En ciertos casos, proteinas de agentes infecciosos comparten
algunas secuencias con proteinas del huésped. En condiciones normales, estas
proteinas no inducirian una respuesta inmune por tres posibles razones; 1) inducen
tolerancia inmunoldgica, 2) son “ignorados” por los linfocitos T, 6 3) son determinantes
cripticos que solo bajo circunstancias especiales son procesados y asociados a
moléculas de HLA. En este ultimo caso, el equilibrio es fragil y la presentacion de estos
péptidos desencadenara una respuesta de tipo autoinmune contra los tejidos que
expresen la proteina de secuencia compartida con la del agente infeccioso (100, 101).
Son varios los ejemplos en los cuales proteinas de agentes externos comparten
secuencias parciales de aminoacidos con proteinas de las moléculas de HLA, tal es el
caso de la “identidad parcial” existente entre la nitrogenasa de la Klebsiella pneumoniae
y HLA-B27, que comparten los aminoacidos GIn-Thr-Asp-Arg-Glu-Asp. Por otra parte se
ha descrito la existencia de bacterias entéricas como Salmonella species, Yersinia
enterocolitica, Shigella flexneri, Campylobacter fetus jejuni, Clostridium difficile y no
entéricas como Chlamydia trachomatis, y Yersinia pseudotuberculosis, que son capaces
de disparar una respuesta de tipo autoinmune. (102, 103).

Antigeno HLA como receptor: Ciertos antigenos HLA pueden actuar como receptores
especificos para agentes infecciosos y este evento se puede relacionar directamente
con el desarrollo de enfermedad. Esta hipdtesis se apoya en la identificacion de virus
que utilizan a las moléculas de HLA como receptores especificos para su ingreso en la
célula; ejemplos de esta situacion lo constituyen el virus del bosque de Semliki y el
adenovirus tipo 2 que se unen a moléculas de clase | (104).

Gen en desequilibrio con HLA: El desequilibrio de enlace podria conferir a una
especie ventajas selectivas desde el punto de vista evolutivo. En el MHC existen varios
alelos que se encuentran en desequilibrio de enlace, particularmente en ciertas
poblaciones. Al considerar la asociacion HLA y enfermedad es necesario tomar en
cuenta al desequilibrio de enlace, lo cual dificulta la identificacion precisa del alelo
asociado. De hecho podria inclusive presuponerse que los genes del HLA no son
responsables en realidad de la enfermedad, si no que Unicamente estan indicando la
presencia de otro gen (conocido o no), en desequilibrio de enlace con el alelo asociado.
Un ejemplo de lo anterior es la hiperplasia adrenal congénita que se asocia a HLA-B47.

En este caso el gen mutado es el de la 21-hidroxilasa de la via de biosintesis de
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esteroides, que se codifica en la region clase Il y cuya mutacion segrega con HLA-B47
por desequilibrio de enlace (81, 105).

La presencia de genes de susceptibilidad se puede estudiar basicamente de dos
maneras: en enfermedad familiar (principalmente estudios de segregacion) y en
poblacion abierta (estudios de asociacion). Una de las herramientas mas utiles para
establecer la posible relacibn entre un determinado marcador genético y una
enfermedad es el estudio de genes candidatos, comparando las frecuencias alélicas o
genotipicas de los casos clinicos contra sujetos control. Los genes candidatos son
seleccionados basandose en su funcion y probable relevancia en la enfermedad de
interés, asi como la existencia de una o mas variantes genéticas (106).

Cuadro 3. Principales enfermedades autoinmunes y alelos HLA asociados

Enfermedad Alelo HLA asociado

Artritis cronica (peruanos) DRB1*04, DRB1*1501
Artritis reumatoide (caucasicos) DRB1*0404, DRB1*0101, DRB1*0401
Artritis reumatoide (indios americanos) DRB1*1402
Artritis reumatoide (japoneses) DRB1*0405
Artritis reumatoide juvenil periarticular DRB1*0801, DRB1*11
Cardiomiopatia tardia familiar DRB1*04
Dermatomiositis juvenil DQA1*0501
Enfermedad celiaca DQB1*0201, DQB1*0302
Enfermedad de Adison DRB1*0404
Enfermedad de Graves DRB1*0301
Escleroderma DRB1*11
Esclerosis multiple DRB1*04, DRB1*1501
Esclerosis multiple (en Sicilia) DRB1*04, DRB1*03
Hepatitis autoinmune (argentinos) DRB1*1302
Hepatitis autoinmune (caucasicos) DRB1*0301, DRB1*0401
Hipotiroidismo autoinmune DRB1*0301
IDDM (caucasicos) DRB1*0302, DRB1*0201

. DRB1*0405-DQB1*0401, DRB1*0901-
IDDM (japoneses) DQB1*0303
Miastenia Gravis DRB1*0301
Miastenia Gravis de Lambert-Eaton DRB1*0301-DQB1*0201
Pemphigus foliaceo DRB1*0404, DRB1*14
Pemphigus vulgaris DRB1*0402
Pemphigus vulgaris (asiaticos) DRB1*14-DQB1*0503
Sindrome autoinmune a la insulina DRB1*0406
Sindrome croénico del Berilio DPB1*0201
Sindrome de Goodpasture DRB1*15
Sindrome de Sjogren DRB1*0301-DQB1*0201
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La mayoria de los datos de susceptibilidad relacionada a HLA, provienen de estudios de
asociacion que describen la tendencia de dos marcadores (0 genes) para ser
heredados de manera conjunta, uno de los marcadores es el responsable del fenotipo
de la enfermedad y el otro segrega por encontrarse ligado de manera fisica al primero
(107). En el cuadro 3, se pueden encontrar las principales enfermedades autoinmunes y
alelos HLA asociados (108).
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FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA

Antecedentes

Con el término neumopatias intersticiales difusas (NID) se agrupa un conjunto
heterogéneo de enfermedades pulmonares subagudas y crénicas que se caracterizan
por comprometer difusamente al parénquima pulmonar, afectando al compartimiento
intersticial y espacios alveolares. Las NID pueden ser de etiologia conocida o
desconocida. Entre las primeras destacan las enfermedades relacionadas con
exposiciones ambientales y ocupacionales (neumoconiosis, neumonitis por
hipersensibilidad), por ingestion de diversos medicamentos o0 asociada a enfermedades
colageno-vasculares, entre otras. Las neumonias intersticiales idiopaticas, forman parte
de las NID y comprenden una variedad de entidades clinico-patolégicas que comparten
muchos rasgos clinicos y funcionales pero que a su vez presentan las suficientes
diferencias entre si, en especial histologicamente, para designarlas como enfermedades
independientes (109).

La fibrosis pulmonar idiopéatica (FPI) es la NID mas frecuente y se caracteriza por ser
cronica, inexorablemente progresiva, incapacitante, y usualmente letal en un plazo
relativamente breve; de hecho, aproximadamente la mitad de los pacientes fallecen
entre 2 a 3 afios después del diagndstico (110, 111).

La FPI tiene una prevalencia estimada de 3 a 20 casos por 100,000 individuos, no
muestra predileccion racial, ocurre generalmente en mayores de 50 afios y es mas
frecuente en sujetos del género masculino y fumadores (112-114).

Patogenia

Como se mencion6é previamente, la FPl es la mas comudn de las neumonias
intersticiales idiopéticas y de hecho, la mas agresiva de todas las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas.

Durante muchos afos se considerd que la persistencia de células inflamatorias en el
intersticio y los espacios alveolares (alveolitis) era la responsable del proceso fibrético.
Sin embargo, la terapia disefiada (y utilizada durante los ultimos 50 afios) para abatir el
componente inflamatorio (corticoesteroides, medicamentos
inmunosupresores/citotdxicos) no ha mostrado ningun beneficio (115). Recientemente
se ha sugerido que la inflamacién no desempefia un papel importante en la patogenia
de la FPI, la cual representa mas bien una enfermedad “epitelial-fibroblastica”. (116-
118).

38



En este contexto, numerosos estudios han sefialado que las células epiteliales
alveolares dafadas/activadas, expresan una variedad de citocinas y factores de
crecimiento involucrados en la migracién, proliferacion y cambio de fenotipo de
fibroblastos, asi como en la remodelacion de la matriz extracelular. Por medio de
inmunohistoquimica e hibridacion in situ se ha demostrado que las células del epitelio
alveolar son el principal sitio de sintesis del factor de crecimiento derivado de plaquetas,
del factor de crecimiento transformante beta, del factor de necrosis tumoral, del factor
de crecimiento de tejido conjuntivo de la endotelina-1 y la osteopontina, moléculas clave

en el desarrollo de la fibrosis pulmonar.

LESION
INICIAL Migracion/Proliferacion

(— de Fibroblastos

PDGF
IGF-1

TGF-
B Miofibroblastos

g = ror s

Dafio/activacion Transicion epitelial/ CTGF
epitelial fibroblastica LTs/PGs
ET-1
Fibrosis

Figura 6. Representacion esquematica de la patogenia en FPI. Una lesion inicial,
conduce a la activacién epitelial, provocando la expresion de distintos tipos de
citocinas y factores de crecimiento, generando un microambiente alveolar
procoagulante que facilita la respuesta fibrosante.

Ademas, recientemente se ha descrito que el epitelio alveolar contribuye a la
generacion de un patrén de citocinas similar a Th2 en el microambiente pulmonar.
Asimismo, existen datos de que las células epiteliales alveolares activadas, en
pulmones con FPI, sintetizan el factor tisular y el activador del inhibidor del

plasminégeno-1 los cuales pueden generar un ambiente intraalveolar procoagulante
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que facilita un aumento en la respuesta fibrosante, como se ilustra en la figura 6 (116-
119).

Finalmente, datos recientes sugieren de manera consistente que existe un profundo
desarreglo en el proceso de reepitelizacién de los pulmones de los pacientes con FPI.
Este proceso patologico, junto con alteraciones en la membrana basal epitelial, facilita
la migracion de fibroblastos dentro del espacio alveolar con la consecuente acumulacion

de matriz extracelular intraalveolar.

Dentro de este marco podemos resumir que existen al menos dos vias diferentes para
el desarrollo de fibrosis pulmonar:

1) La via inflamatoria que participa en las NID asociadas al uso de diferentes
medicamentos, exposicibn a agentes ocupacionales, ambientales y
enfermedades autoinmunes entre otras. En estos padecimientos se puede
identificar claramente una fase inicial de inflamacion que puede ser seguida de
una fase tardia de fibrosis.

2) La via epitelial/fibroblastica la cual participa en la patogenia de la FPI. De
acuerdo con este paradigma, la lesion y activacion epitelial puede orquestar una
respuesta fibrética sin participacion de la inflamacion.

En este contexto, aunque la secuencia de mecanismos patogénicos es desconocida, se
ha postulado que la enfermedad se caracteriza inicialmente por dafio y activacion del
epitelio alveolar, el cual es seguido por formacion de focos subepiteliales de
fibroblastos/miofibroblastos y excesiva acumulacion de matriz extracelular. Este proceso
patolégico usualmente conduce a la destruccion irreversible de la arquitectura

pulmonar, lo que resulta en insuficiencia respiratoria progresiva y de desenlace letal.

Susceptibilidad genética y respuesta fibrosante pulmonar

Diversas observaciones clinicas y experimentales sugieren la existencia de una
susceptibilidad genética para desarrollar fibrosis pulmonar (120, 121). Asi, en los casos
de fibrosis de etiologia conocida, la enfermedad se manifiesta solamente en un
pequefio subgrupo de individuos, mientras que la mayoria de los sujetos expuestos al
mismo agente agresor permanecen sanos. Por ejemplo, de 100 pacientes que son

tratados con dosis similares del agente antiarritmico amiodarona, sélo 5 desarrollan una



neumopatia intersticial difusa, lo que sugiere un patron genético que determina niveles
de susceptibilidad y resistencia (122).

Asimismo, diversos estudios experimentales han demostrado que existen cepas de
ratones susceptibles y cepas resistentes al desarrollo de fibrosis pulmonar inducida con
bleomicina, asbesto, gamaglobulina bovina o radiaciones de acuerdo a los
antecedentes genéticos de la cepa de ratones asi como al haplotipo del complejo
principal de histocompatibilidad (H2) cuando se trata de ratones singénicos (123-127).
Estos hallazgos sugieren que el complejo principal de histocompatibilidad puede ser

importante en determinar la susceptibilidad a desarrollar este tipo de padecimientos.

Susceptibilidad genéticay fibrosis pulmonar idiopética
Se ha sugerido que complejas interacciones entre genes (desconocidos) y factores

ambientales (también desconocidos) participan en la patogenia de la FPI.

Fibrosis pulmonar idiopatica familiar

Una de las evidencias mas convincentes de que la presencia de factores genéticos
desempeiia un papel en el desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica, es la existencia
de FPI familiar (128, 129). Esta se define como la presencia de al menos dos parientes
relacionados en primer grado, con una enfermedad respiratoria con caracteristicas
clinicas de una NID y con fibrosis pulmonar idiopéatica confirmada por biopsia o
autopsia. En los ejemplos mas notables se han encontrado pacientes con FPl en 3 0 4
generaciones sucesivas de una familia, aunque en la mayoria de los casos el problema
involucra sélo a pares de hermanos. Observaciones adicionales en favor de factores
genéticos se encuentran en los reportes de gemelos idénticos que desarrollaron FPI
aun cuando estuvieron separados por 25 afios antes de morir (130).

Aunque el modo de transmision genética en los casos de FPI familiar no ha podido ser
precisado, se ha sugerido que puede ser autosémica dominante con penetrancia
variable (131, 132). En términos generales, la FPI familiar parece contribuir con
alrededor del 3% de las fibrosis pulmonares idiopéaticas que se diagnostican. La
excepcion la constituye el estudio de Uchiyama y colaboradores (132) quienes de
manera retrospectiva encontraron la enfermedad en 14 de 37 familias, cifra que parece
reflejar factores étnicos peculiares de la poblacion estudiada. Investigaciones de

andlisis de union y FPI familiar se han limitado a un estudio en el cual se encontré que

41



los 6 sujetos afectados de una familia de 12 miembros compartian el haplotipo de

inmunoglobulinas Gm1 (133).

Polimorfismos genéticos y fibrosis pulmonar idiopéatica esporadica

Mas del 95% de los pacientes con FPI presentan la forma esporadica (no familiar). En
fechas recientes se han realizado estudios en diferentes poblaciones tratando de
identificar polimorfismos genéticos asociados a esta enfermedad, los cuales muestran
en general asociaciones débiles o ausencia de relacién (134-139). En nuestro Instituto
hemos encontrado recientemente que algunos polimorfismos de los genes de las
proteinas A y B del surfactante pulmonar, un complejo de lipoproteinas involucradas en
funciones de regulacion de la inflamacion pulmonar, se localizan con mayor frecuencia
en los pacientes con FPI (134).

En algunos casos, un determinado polimorfismo no se ha asociado con el desarrollo de
la enfermedad, sino con su comportamiento clinico (136, 138). Por ejemplo,
recientemente se observo que los polimorfismos en el codon 10 y 25 del gen de TGF-1
(transforming growth factor-£1) no se encuentran con mayor frecuencia en los enfermos
con FPI en comparacién con controles, pero se asocian con peor evolucion clinica
(136).

De manera interesante, las investigaciones relacionadas con el extraordinariamente
polimorfico complejo principal de histocompatibilidad, son escasas, antiguas y con
resultados contradictorios. Asi, mientras una incidencia elevada de los alelos HLA-B15,
-B8, -B12 y -DR2 fue reportada en algunos estudios, en otros este hallazgo no pudo ser
confirmado (140-143). Asimismo, en estas investigaciones se utilizaron técnicas
seroldgicas, que actualmente han sido superadas por métodos moleculares que definen
con mayor detalle cada alelo debido a que aprovechan las ventajas de la reaccion en

cadena de la polimerasa.
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APOPTOSIS

La apoptosis es un tipo de muerte celular que implica la activacion de mecanismos
especificos que conducen a la muerte de células. Aunque puede parecer a primera vista
paradojica la existencia de este tipo de mecanismos, el fendmeno de apoptosis o
“muerte celular programada” es mas comun de lo que pudiera pensarse. Se produce
apoptosis de modo natural durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano en
multiples tejidos, cuya funcion es eliminar células superfluas en un lugar determinado:
por ejemplo, la eliminacion de un exceso de neuronas para inervar un musculo o la
eliminacion de linfocitos autorreactivos que reconocen antigenos propios. Durante el
ciclo celular también se lleva a cabo la apoptosis, cuando el DNA que va a ser replicado
presenta aberraciones, como uniones incorrectas entre bases o estructuras andmalas
inducidas por agentes quimicos, rupturas, etc. La muerte celular apoptética tiene dos
fases: en la primera o fase de determinacion las células reaccionan ante un estimulo (o
ante su ausencia) decidiendo iniciar el proceso de muerte; en la segunda, o fase de
ejecucion, las células sufren una serie de alteraciones estructurales que se acomparfan
y son debidas a la activacion de enzimas proteasas y nucleasas. En la fase de
ejecucion comienza la accién de una familia de proteasas relacionadas con la ICE (por
las siglas en inglés de Interleukin-14 Converting Enzyme) que tienen actividad de
cistein-proteasas (144, 145).

La apoptosis puede ser inducida por varios mecanismos, pero uno de los que ha sido
particularmente definido es la interaccion del la molécula receptora Fas con su ligando,
la molécula Fas ligando. Fas es un miembro de la familia de receptores del TNF y Fas
ligando es un homadlogo estructural de la citocina TNF. Las proteinas de estas familias
receptor-ligando controlan la eleccion entre la proliferacion celular y la muerte por
apoptosis. El ligando de Fas se expresa principalmente en células T activadas, por lo
que esta via de muerte celular inducida por activacién es usada con frecuencia por los
linfocitos T. Tanto Fas como su ligando son inducidos normalmente durante el curso de
una respuesta inmunitaria adaptativa. TNF y su receptor TNFR-1 (TNF receptor-1)
pueden actuar de una manera similar a como lo hacen Fas y su ligando, pero sus
acciones son menos significativas (146, 147).

Todas las vias que inducen apoptosis provocan la activacion de una serie de cistein-

proteasas que cortan las cadenas proteicas tras residuos de &cido aspartico y que



reciben el nombre de caspasas (por su acrénimo en inglés: cysteinyl, aspartate-specific
proteases) (148).

Los primeros estudios relacionados con apoptosis fueron realizados en células del
compartimiento hematopoyético, actualmente las investigaciones en el tema incluyen al
sistema nervioso y células epiteliales de diversos drganos (149). Son dos las vias en las
gue se agrupan la serie de eventos que culminan en la activacién de las caspasas: la
via extrinseca y la intrinseca (150).

En el caso de la via extrinseca, la apoptosis se inicia por estimulacion de los receptores
Fas o TNFR-1. Los ligandos para estos receptores estan en forma de trimeros y al
unirse inducen la trimerizacion de los receptores. Las colas citoplasmaticas de estos
receptores comparten un motivo conocido como dominio de muerte. Las proteinas
adaptadoras que interacttan con los dominios de muerte de Fas y TNFR-1 se llaman
FADD (Fas associated death domain protein) y TRADD (TNFR associated death
domain protein) respectivamente (148). Estos interaccionan a través de una region
diferente con la proteina caspasa-8, cuyo dominio carboxilo terminal es una pro-
caspasa (forma inactiva de una caspasa). La unién inicia la actividad enzimatica de la
caspasa-8, y asi conduce a una cascada de proteasas en la cual las caspasas
activadas cortan y activan una sucesion de caspasas inferiores en la cascada. Al final
de esta via una DNasa activada por caspasas entra en el nucleo y corta el DNA para
producir los fragmentos caracteristicos de una célula apoptética (146, 148).

La via intrinseca se caracteriza por la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial, con la consecuente liberacion de varios factores pro-apoptoticos al
citoplasma. Estos factores incluyen al citocromo ¢, Smac/DIABLO Smac (second
mitochondria-derived activator of caspase), también conocido como DIABLO (direct IAP-
binding protein with low pl) AlIF (Apoptosis-inducing factor), y endonucleasa G (150). La
liberacion de estos mediadores esta regulada por la familia de proteinas Bcl-2. Una vez
liberado el citocromo ¢ se une a una proteina adaptadora (Apaf-1), la cual se polimeriza
a si misma y recluta a la pro-caspasa 9, para formar el complejo denominado
apoptosoma. Este evento promueve el autoprocesamiento de caspasa-9, la cual recluta
y libera a la pro-caspasa-3, que degrada diferentes sustratos hasta activar las DNasas
(150, 151).

Los cortes de DNA tienen lugar en los segmentos que conectan los nucleosomas y
como consecuencia se producen fragmentos de DNA que tienen una longitud de



aproximadamente 180 pares de bases o multiplos de esta cifra. Cuando se extrae DNA
que esta siendo degradado en células en proceso de apoptosis se detectan estos
fragmentos que forman una escalera tipica de la apoptosis. En ocasiones tiene lugar la
ruptura del nicleo en trozos asi como el aumento de las vesiculas membranosas en el
citoplasma con preservacion de organelos hasta la fase final. También a diferencia de la
necrosis, la membrana celular no estalla, sino que se forman los llamados cuerpos
apoptéticos, constituidos por trozos de citoplasma rodeados de membrana, que son
englobados y digeridos por otras células tipo macrofagos o similares, sin que se
produzca liberacion de material celular al medio y por tanto, sin reaccion inflamatoria
(145, 152, 153).



CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicion rapida de ciertas
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que
producen una sefal de forma individual al interferir con una fuente de luz. Una de las
caracteristicas mas importantes de los citbmetros de flujo es su capacidad de medir
multiples parametros celulares, como el tamafio forma, complejidad y por supuesto
cualquier componente celular o funciéon que pueda ser marcada con un fluorocromo.
Las aplicaciones mas relevantes de la citometria de flujo en la practica médica se
relacionan con hematologia e inmunologia clinicas, midiendo parametros como numero
y clasificacion de células sanguineas. En los dltimos 20 afios, el analisis de
enfermedades pulmonares de origen inmunoldgico por citometria de flujo ha jugado un
papel importante en el entendimiento y diagndstico de enfermedades como sarcoidosis,
neumonia eosinofilica o neumonitis por hipersensibilidad (154).

Aunque desde el punto de vista cronoldgico, la citometria de flujo es una tecnologia
reciente, sus caracteristicas especiales como técnica de andlisis celular han hecho que
su uso se haya extendido de forma répida desde los laboratorios de investigacion
basica hasta los laboratorios clinicos (155).

La conjugacion de marcadores fluorescentes con anticuerpos monoclonales y
policlonales ha hecho posibles los estudios de la densidad y la distribucién de
determinantes y receptores de la superficie y del citoplasma celular, permitiendo de esta
manera identificar subpoblaciones celulares (156).

El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar células u otras
particulas en suspension alineadas y de una en una por un haz luminoso. La
informacion producida puede agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la
dispersion de la luz y la relacionada con la emision de la luz por parte de los
fluorocromos presentes en la célula o particula al ser excitados por el rayo luminoso.
Las sefales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se
amplifican y se convierten en sefales digitales que son procesadas por una

computadora (157).
Inmunofluorescencia

El término inmunofluorescencia se utiliza para describir las técnicas en que se emplea

un fluorocromo para marcar un anticuerpo, el descubrimiento de los anticuerpos
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monoclonales por Kohler y Milstein en 1975 (158), incrementé el uso de la
inmunofluorescencia para la identificacion de antigenos de superficie celular.

Cuando una molécula absorbe luz y por tanto energia, algunos de sus electrones
pueden alcanzar una orbita de mayor energia. Se dice entonces que la molécula ha
alcanzado un estado de excitacion y puede volver a su estado basal cuando estos
electrones vuelven a su orbita de menor energia, emitiendo un cuanto de luz o fotén y
desprendiendo energia, esta transicion radiante se denomina fluorescencia y a este tipo
de compuestos se les denomina fluorescentes o fluorocromos (159).

La citometria de flujo permite medir diferentes parametros de una célula, en general se
pueden dividir en parametros nucleares, citoplasmicos, de superficie y extracelulares.
Un aspecto importante y que representa una ventaja de esta técnica, es la posibilidad
de medir tantos parametros, como anticuerpos se dispongan para ello, marcados con
distintos fluorocromos (154).

La citometria de flujo ha sido utilizada en el monitoreo del contenido de DNA (160),
expresion fenotipica, transporte de drogas, flujo de calcio, proliferacion y apoptosis
(161). Virtualmente es posible marcar cualquier molécula que sea de interés siempre
que se disponga de un anticuerpo acoplado a un fluorocromo que pueda ser detectado

por el citometro de flujo.

Citometria de flujo y enfermedad pulmonar

Una de las aplicaciones mas recientes e interesantes de esta tecnologia, es la
evaluacion de pacientes con enfermedades inmunoldgicas del pulmén (162). Una
muestra tipica es aquella que es recolectada a partir de lavados bronquioalveolares
(LBA), cuya utilidad diagnostica ha quedado ampliamente demostrada (163-168).
Cuando el lavado es realizado en pulmones normales, la célula presenta mas
predominante es el macrofago, el cual esta en un porcentaje de aproximadamente 90%
0o mas de celularidad. Los linfocitos usualmente representan menos del 10% de la
poblacién celular, los granulocitos representan la poblacion celular minoritaria con el 1-
2% (169). En fumadores, el porcentaje es aun menor (170). En muchos pacientes con
enfermedades pulmonares inmunolégicas, el LBA puede estar acompafiado por un
incremento en linfocitos o eosindfilos. Cuando las células que estan incrementadas son
los linfocitos resulta importante saber cual subpoblacion se encuentra elevada. La

citometria de flujo es ideal para esta evaluacion. La proporcién relativa de linfocitos,
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macrofagos y granulocitos se determina facilmente a partir de graficas de tamafio
(Forward Scatter FSC) contra complejidad celular (Side Scatter SSC). Los estudios de
fluorescencia empleando diferentes fluorocromos permiten determinar facilmente la
composicién de subconjuntos de linfocitos (CD4, CD8). De esta manera, es posible
ensayar hasta 7 colores con citobmetros modernos, que representan 7 marcadores
diferentes sobre poblaciones celulares, requiriéndose solo una pequefia cantidad de
muestra (250,000 células en 50 uL) a partir de un LBA.

Por ejemplo, un incremento en el numero de células inflamatorias en un LBA sugiere
una alveolitis (171). El tipo de células en lavado puede correlacionar con el tipo de
inflamacion visto en las paredes alveolares de la biopsia aunque estas correlaciones no
son diagnésticas, pueden ayudar en el diagnostico cuando son combinadas con otros
datos clinicos.

Actualmente estan en proceso protocolos de investigacion en el INER que contemplan
la determinacion de un amplio perfil fenotipico que proporciona informacién fundamental
sobre el estado celular de la neumonitis por hipersensibilidad inducida por antigeno
aviario, la de mayor incidencia en México, en sus diversas etapas clinicas, asi como la
fibrosis pulmonar idiopética.

El citometro de flujo que ha revolucionado la era moderna de la citometria es el
FACSAria de Beckton Dickinson, se trata de un separador de alta velocidad y
desempefio, capaz de medir hasta 11 parametros de manera simultanea. Este
instrumento cuenta con la alineacién automatica del laser y una nueva plataforma de
andlisis en sistema Windows. Cuenta con un sistema de limpieza automatico entre
muestras. Gracias a su sistema totalmente digital es capaz de adquirir 70,000 eventos
(células o particulas) por segundo y es posible separar 25,000 células con una pureza
al menos del 98%.

Las aplicaciones en investigacion basica del FACSAria son innumerables, van desde la
caracterizacion fenotipica de 7 colores hasta andlisis de parametros intracelulares,
analisis de cromosomas, organelos celulares, apoptosis, estudios funcionales, asi como

separacion celular altamente especifica con fines de clonacion.



CONSIDERACIONES ESTADISTICAS EN LOS ESTUDIOS DE HLA Y ASOCIACION
CON ENFERMEDAD

Desde que en 1967 J. L. Amiel report6é por primera vez una asociacion entre el linfoma
de Hodgkin y la region de genes de las moléculas HLA de clase | (172), ha surgido una
fuerte y creciente relacion entre los genes de esta region y la susceptibilidad a
enfermedades. Hoy en dia es claro el papel de los genes HLA en la regulacion de la
respuesta inmunoldgica y su responsabilidad, en cierta medida en la etiologia de
diferentes patologias, principalmente aquellas de origen autoinmune e infeccioso,
muchas de éstas condiciones actualmente se sabe estan asociadas con ciertos alelos
HLA en particular (173). La mayoria de estas asociaciones han sido identificadas a

través de estudios de casos contra controles (174).

Definiciones bésicas

Los términos asociacidon y enlace son frecuentemente confundidos y utilizados de
manera inapropiada. El enlace clasico intenta demostrar que un locus o region
cromosOmica cosegrega con una enfermedad o un fenotipo en particular. El patron de
herencia de marcadores genéticos polimérficos puede ser rastreado a través de familias
que incluyen multiples casos de la enfermedad, un ejemplo de enlace es la corea de
Huntington (175).

En contraste, la asociacion genética se refiere a la demostracion de una relacién
estadistica entre el alelo de un gen en particular y un fenotipo o enfermedad. Las bases
para tales estudios, se basan en que si un alelo en particular (0 un grupo de alelos)
incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad, entonces, dicho alelo sera
encontrado mas frecuentemente en casos que en controles. De manera similar, si un
marcador polimorfico se encuentra cercano a un desequilibrio de enlace con un locus
de enfermedad, entonces la distribucion de los alelos del marcador diferira entre casos

y controles (174).

Disefio del estudio

Seleccién de controles

La apropiada seleccion de los controles es crucial para desarrollar un estudio de
asociacion eficaz. En un estudio clasico de casos contra controles, los controles deben

ser seleccionados de la misma poblacion que los casos. Pueden surgir problemas si los
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casos Yy los controles son obtenidos de poblaciones estratificadas donde diferentes
subpoblaciones han evolucionado de manera separada. En este caso, el estudio de
asociacion puede detectar diferencias en la distribucion de los alelos que no tienen
relacion con la enfermedad, sino con las diferencias genéticas propias de las
poblaciones en estudio (que pueden ser, regionales, étnicas o raciales). Un estudio de
casos contra controles en epidemiologia genética puede ser ajustado a factores tales
como grupos étnicos y lugar de nacimiento, con el fin de evitar el potencial efecto de
factores de confusion relacionados con la estratificacion de la poblacion (174).

Fuerza del estudio y tamafo de la muestra

Otra importante consideracion en el disefio, es la fuerza del estudio. La fuerza es la
probabilidad de que un estudio detecte un efecto en una muestra de un tamafio en
particular. Por ejemplo, si un estudio tiene fuerza del 80% para detectar un riesgo
relativo de 1.5 a padecer una enfermedad en portadores de un alelo comparados con
individuos no portadores, significa que 80% de los estudios con un tamafio de muestra
similar detectaran una asociacion significativa similar. La fuerza de un estudio de
asociacion genética con un disefio estandar de casos contra controles, asi como el
tamafio de muestra necesario para producir una fuerza en particular pueden ser
estimadas utilizando parametros, que en algunos casos, solo se conocen de manera
imprecisa (como la frecuencia del factor de riesgo en la poblacion) o son especificados
de manera arbitraria (como el riesgo relativo de interés). Ademas es importante
interpretar los resultados del calculo del tamafio de muestra con cierto grado de sentido
comun. Por ejemplo, un genotipo raro, con un efecto modesto, solo seria probable
encontrarlo en un estudio extremadamente grande (174).

Métodos estadisticos

Son muchos y diversos los métodos para el analisis de datos de estudios de asociacion
genética. EI mas apropiado depende del factor (o los factores) de riesgo en
investigacion y del disefio del estudio.

Si el objetivo del estudio es examinar el efecto de un alelo o genotipo en particular, el
mejor estudio se logra estimando este efecto a través tablas de contingencia de 2 x 2,

célculo de y? y célculo del odds ratio (OR).

50



Mientras que un método diferente sera necesario si lo que se requiere investigar es la
asociacion entre un gen polimérfico y una enfermedad (comparacion de frecuencias
alélicas y/o haplotipicas en dos grupos en estudio). De esta manera la distribucion de
los alelos en los estudios de casos contra controles puede ser comparada. La unidad de
observacion es cada copia de un gen, por lo que cada individuo contribuye con dos
observaciones a la tabla. Los parametros generalmente investigados son (174):

frecuencia fenotipica, génica, y haplotipica.

Tablas de contingenciade 2 x 2

El estudio mas simple de tipo casos contra controles investiga la exposicion binaria,
donde cada individuo es expuesto 0 no expuesto al factor de riesgo (174).

En estudios genéticos tal exposicién puede ser un fenotipo en particular (portando al
menos una copia de un alelo en particular, por ejemplo DRB1*0404) o puede ser un
genotipo particular (el caso de un homocigoto para DRB1*0404) (176).

En tal situacion los resultados de los estudios de casos contra controles son resumidos
en tablas de 2 x 2 (174,177).

Expuestos A Total
expuestos
Casos a b M1
Controles C d M2
Total M3 M4 N

Dénde:

a = Pacientes con el alelo de interés. b = Pacientes sin el alelo de interés.
¢ = Controles con el alelo de interés. d = Controles sin el alelo de interés.
Ml=a+b M2=c+d M3=a+c M4=b+d N=Totalde sujetos

Ji cuadrada (%)

La prueba de 3 puede ser utilizada para hipétesis y datos en donde las observaciones
caen naturalmente en categorias discretas que los estadistas llaman celdas. Es usada
tanto para contestar como para estimar el valor de la varianza (o desviacion estandar)
de una poblacién. Esta prueba también sirve para comparar datos experimentales con
resultados esperados a fin de determinar (1) preferencias, (2) independencia y (3)
homogeneidad (178).

En general se utiliza cuando se quiere investigar una asociacion entre dos variables

categoricas con una misma poblacion o cuando interesa investigar si en las diferentes
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poblaciones estudiadas los valores o categorias de cada una de las manifestaciones se
presentaran en la misma proporcion. Lo anterior se fundamenta en el hecho de que si
dos variables no estan asociadas, la proporcion de individuos en cada categoria de una
de las variables no depende de las categorias de la otra, en cambio cuando estan
asociadas, la proporcion de individuos en cada una de las categorias de una variable se
modifica al cambiar las categorias de la otra variable (179).

La significancia estadistica de una posible asociacion HLA, es decir, que un alelo o
genotipo se encuentre significativamente elevado (sugiriendo susceptibilidad asociada a
HLA) o significativamente disminuido (sugiriendo proteccion) se calcula mediante la
prueba de ji cuadrada (y?), utilizando la tabla de contingencia de 2 x 2 descrita con

anterioridad y desarrollando la siguiente formula (177):

,  (ad-cd)*N
M, M, M, M,

Ji cuadrada (%) con correccion de Yates (47y)

Es importante para evaluar las compa La mayoria de los datos de susceptibilidad
relacionada a HLA, provienen de estudios de asociacion que describen la tendencia de
dos marcadores (0 genes) para ser heredados de manera conjunta, uno de los
marcadores es el responsable del fenotipo de la enfermedad y el otro segrega por
encontrarse ligado de manera fisica al primero (107). En el cuadro 3, se pueden
encontrar las principales enfermedades autoinmunes y alelos HLA asociados (108).
raciones de un alelo o genotipo en dos grupos (casos y controles), sobre todo cuando el
tamafio de la muestra es pequefio, pues es mas estricta y por lo tanto la significancia

estadistica es mas real (174).

y= (ad —cd - Y)*N
M, M, M, M,

En general el calculo de 4 determina que tan significativa es la asociacién HLA con la
enfermedad. Es decir, si la probabilidad de asociacidon es debida al azar o bien
significativa (177).

Una vez que se conoce la »* se busca el valor de la probabilidad (p) en las tablas de
estadistica, tomando en cuenta que el nimero de grados de libertad es N-1. Mientras
menor es el valor de la probabilidad (0.05), mayor es el significado de la asociacion
(177, 180,181).
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El siguiente paso que es calcular el riesgo relativo de aquellos quienes estan expuestos,

comparados con los que no lo estan (177).

Riesgo relativo

Indica cuantas veces es mas frecuente la enfermedad en individuos portadores de un
alelo respecto a los que carecen de él. Un riesgo relativo mayor de 1 indica que el alelo
es mas frecuente en los pacientes que en los controles; mientras que un riesgo relativo

menor de 1 indica una asociacion negativa.

a-d

RR=——

c-b
No obstante, estas probabilidades no pueden ser estimadas en estudios de casos
contra controles, por el hecho de que los sujetos han sido seleccionados en base a su

categoria de enfermos (casos) (174, 177).

Odds ratio (OR)
Sin embargo en el andlisis de casos contra controles es posible calcular el odds ratio,
OR. EI OR significa la probabilidad de que un efecto ocurra dividido entre la posibilidad

de que este no ocurra. El OR se calcula de la siguiente manera.

or = 2/b
c/d

Este es un equivalente del radio de la probabilidad de aquellos quienes estan
expuestos, entre la probabilidad de un caso de aquellos quienes no estan expuestos. La
importancia de esto, radica en que en las enfermedades raras, el OR es una muy buena
aproximacion al riesgo relativo. Por lo tanto el riesgo relativo en estudios de casos
contra controles puede ser estimado por medio del calculo del OR. Por ejemplo, un OR
= 5.0, indica que una persona expuesta a un factor de riesgo, tiene 5 veces mas
probabilidad de desarrollar la enfermedad que una que no lo tiene (182, 183).

Los estudios de casos contra controles que involucran al OR, en idioma espafiol son
escasos, aun asi la traduccion que se atribuye al odds ratio es la de razén de
probabilidad o razén de momios, para efectos de esta tesis se decide conservar las

siglas en inglés del parametro en cuestion, OR.
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Intervalos de confianza

La estimacién del OR debe ser acompafiada de ser posible por sus intervalos de
confianza, los cuales dan un rango del valor de la razén de probabilidad verdadera y
gue ayuda a ser consistentes los datos (184, 185).

El método mas simple para calcular los intervalos de confianza de un OR estimado, es
el uso de la aproximacion de Wolf. La varianza del logaritmo natural del OR (InOR)

puede ser calculada de la siguiente manera:

1/a+1/b+1/c+1/d

Usando una aproximacion de la distribuciéon normal un intervalo de confianza del 95%

para In(OR) esta representada por:

In(OR) £1.96,/(1/a+1/b+1/c+1/d)

Tomando el antilogaritmo de esta valor, se obtiene el intervalo de confianza de 95%
para el OR (184, 185, 186).

Frecuencia fenotipica (FF)

Es la proporcién de sujetos del total de un grupo que son portadores de un determinado

antigeno. Cuya férmula es:

NUmero de sujetos positivos a un alelo dado
NUmero total de sujetos

FF =
(177)

Frecuencia génica (FG)
Define las proporciones de un determinado alelo en un locus, en una poblacion
establecida. Se calcula a partir de la FF, la cual se toma en numeros absolutos

mediante la férmula de Haldane:

FG=1--1-FF (177

Frecuencia haplotipica (FH)
Numero de veces que coinciden dos marcadores de diferentes locus, que normalmente
es proporcional al producto de las frecuencias individuales de estos marcadores.

Combinaciones mas frecuentes representan un desequilibrio de enlace.



_ Frecuencia del haplotipo en estudio
Total de haplotipos presentes enel estudio

(177)
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HIPOTESIS
Existen factores genéticos asociados al complejo principal de histocompatibilidad en el

desarrollo de FPI.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la posible existencia de una susceptibilidad genética asociada al sistema HLA

Clase | y Il en pacientes con FPI.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar los alelos del sistema HLA clase I, locus -B en pacientes y controles.

2) Determinar los alelos del sistema HLA clase Il de las regiones -DRB1 y -DQB1
en pacientes y controles.

3) Evaluar el efecto del lavado bronquioalveolar obtenido de pacientes con
diferentes alelos/haplotipos sobre células epiteliales de pulmén humano in vitro.

4) Definir los alelos y/o haplotipos del sistema HLA involucrados en la
susceptibilidad a desarrollar FPI, asi como en la velocidad de su progresion

clinica.
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METODOS

Poblacién en estudio:

Se estudiaron 75 sujetos mestizos mexicanos no relacionados (49 hombres y 26
mujeres; 63 + 9.5 afios) con diagnostico de FPI. El diagndstico se realizé de acuerdo a
los pardmetros recomendados por la Sociedad Americana de Toérax (187) y se confirmo
mediante el andlisis histolélogico de la biopsia pulmonar (188). Todos los pacientes
incluidos en este grupo firmaron una carta de consentimiento de participacion en el
estudio y el protocolo fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias.

Los criterios de inclusion fueron:

X Ser mestizo mexicano por abolengo. Considerados asi cuando un individuo tiene
al menos tres generaciones previas de residencia en el pais.

<> Diagnéstico confirmado de fibrosis pulmonar idiopética.

<> No padecer enfermedades autoinmunes u otras (diabetes, etc) relacionadas al
MHC.

X Estar de acuerdo con participar en el protocolo de investigacion, y firmar una

carta de consentimiento informado.

Posteriormente, y de acuerdo con los resultados obtenidos se estudié en promedio a 4
familiares por paciente para asegurar la correcta asignacion de haplotipos.

Como grupo control se analizaron 95 individuos mestizo mexicanos, (48 hombres y 47
mujeres) no relacionados entre si, ni con los pacientes de FPI, clinicamente sanos, a los
cuales se les realizaron los mismos estudios de biologia molecular que a los pacientes.
Los pacientes fueron seguidos por lo menos 1 afio y posteriormente examinados
clinicamente y con pruebas de funcién respiratoria y tomografia computada de térax

para determinar su evolucion.
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Determinacion de genotipos

Obtencién de DNA gendmico

A partir de células de sangre periférica extraidas por puncion venosa, se obtuvo DNA
gendémico utilizando el estuche comercial BD tract DNA isolation kit (Maxim Biotech,
San Francisco CA, USA). El DNA se cuantificd por espectrofotometria de absorcién de
luz ultravioleta a 260 nm de longitud de onda. La contaminaciébn con compuestos
organicos y proteinas se determind al establecer la relacion de las lecturas 260/240 y
260/280 respectivamente; las muestras se consideraron libres de contaminantes

cuando en ambos casos la relacién se encontré entre 1.7-2.0.

Tipificacién molecular de los alelos HLA clase | y |l

La amplificacion del DNA, asi como la identificacion especifica de los alelos
pertenecientes a los loci HLA-B, y HLA-DQBL1 se realizo por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando la técnica de iniciadores secuencia especifica (PCR-SSP)
con el sistema de tipificacion Fastype HLA-DNA SSP (Bio-synthesis Inc; Dallas TX,
USA). Esta metodologia ha sido acreditada y certificada por la Sociedad Americana de
Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Para la tipificacion molecular del locus HLA-B, se utilizaron 47 pares de iniciadores que
determinan las 45 principales grupo-especificidades (desde HLA-B*07 hasta HLA-B*81),
en la modalidad de baja resolucion.

La tipificacion de HLA-DQB1 se realiz6 por medio de 24 pares de iniciadores de alta
resolucién, que permiten la identificacion de 55 alelos de los grupos HLA-DQ6, HLA-
DQ3, HLA-DQ4, HLA-DQ5 y HLA-DQ2.

HLA-DRB1 fue determinado en modalidad de baja resolucion, la cual cubre los alelos
pertenecientes a los genes DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5 en 24 reacciones
independientes. Para DR4 permite discriminar los alelos conocidos hasta DRB1*0422.
En el caso de DR11, cubre las especificidades pertenecientes hasta DRB1*1122, para
DR13 hasta DRB1*1322, para DR14 hasta DRB1*1421 y para DR8 hasta DRB1*0811.
La discriminacion especifica de cada uno de estos alelos, se realizé por HLA-DRBL1 en
modalidad de alta resolucién, en donde la subtipificacion para DR3, DR4, DR11, DR13y
DR14 se realizdé con un panel extra de 16 pares de iniciadores cada una. DR1, DR7,
DR12, DR15 y DR16 se examinaron con un panel adicional de 8 pares de iniciadores

cada una.
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En todos los casos (la determinacion de los tres locus y sus alelos), se coamplifico un
fragmento de 410 pb del gen de G3PDH, como control interno de amplificacion, y en el
altimo tubo de cada serie de reacciones (por locus y por alelo especificidades), se
incluyd una reaccion libre de DNA, como control de contaminacion a reacciones previas
y a contaminacion externa por manipulacion.

En el caso del locus HLA-DQBL1 se llevaron a cabo 24 reacciones para la identificacion
de los subtipos aleloespecificos y en el caso de HLA-B, se realizaron 47 reacciones
diferentes.

Para la tipificacion se utilizé una mezcla maestra de reaccion, que en los loci HLA-DRB1
y HLA-DQBL1 incluye 1300 ng de DNA suspendidos en 24 ul de agua destilada,
bidesionizada libre de DNAsas y RNAsas, 2.6 ul de DNA Taq polimerasa/reactivo E
(Gibco BRL, Grand Island NY, USA) en una relacion 1:1, 24 ul de solucion indicadora y
198 ul de agua. Para HLA-B, la concentracién de DNA fue de 2600 ng (por tratarse de
47 reacciones independientes, en comparacion con 24 de los locus -DRB1 y -DQB1).

El programa de ciclaje para la amplificacion fue el siguiente: 94°C 20 seg., 65°C 1 min.
por 10 ciclos. 94°C 20 seg., 61°C 50 seg., 72°C 30 seg. por 25 ciclos y 72 °C 5 min.
usando un termociclador automatizado (GeneAmp PCR system 9700, PE Applied
Biosystems. Foster City CA, USA).

La informacion de las secuencias y especificidades para los iniciadores de HLA-B, -
DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5 y -DQB1 se obtuvieron del “12%° taller internacional de
histocompatibilidad”. La sintesis de oligonucleétidos se hizo utilizando la técnica de
cianoetil fosforamidita en un sintetizador de DNA automatizado (Beckman, Palo Alto CA,
USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. La nomenclatura de los alelos
corresponde a la establecida por IMGT/HLA database aligment (189).

Las reacciones individuales de PCR, en todos los casos, se realizaron con 75 ng de
DNA genomico, en una reaccion de 10 ul, que contenia 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH
8.3, 1.5 mM MgCl, y 60 uM de cada dNTP (190, 191).

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio (0.2 pg/ml), por 40 min. (30V/cm) y las bandas
amplificadas se visualizaron en transiluminador de luz UV (UVP Inc. Upland, CA, USA)
para su analisis en el equipo de fotodocumentacion EDAS 290 (Kodak, Rochester NY,
USA) con fines de interpretacion y bajo el auxilio de las hojas de tipificacion provistas

por el fabricante segun fue el caso de cada locus.
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Analisis Estadistico

Las diferencias entre los dos grupos en estudio fueron evaluadas mediante la
determinacion y comparaciéon de las frecuencias génicas y haplotipicas encontradas
partiendo de las frecuencias fenotipicas. La significancia estadistica se establecio
mediante el paquete estadistico Epi Info version 6.04b, tomando en cuenta los valores
de »? con correccién de Yates. Los resultados se consideraron significativos cuando el
valor de p fue <0.05. De igual forma se estimo la razén de momios (OR) con intervalos

de confianza del 95%, con el fin de conocer la fuerza de la asociacion.

Determinacion de fenotipos

Lavado bronquioalveolar (LBA)

El LBA se realiza para fines de diagndstico mediante una técnica estandar (192). Previa
anestesia local, el fibrobroncoscopio se introdujo en un segmento pulmonar
seleccionado de acuerdo con las lesiones observadas en la tomografia axial computada
y se instilaron 300 ml de solucion salina en alicuotas de 50 ml. El liquido recuperado se
centrifug6 a 1,300 rpm por 10 minutos a 4°C. El concentrado celular se resuspendié en
1 ml de PBS y una alicuota se utilizé para evaluar el numero total de células. Otras
alicuotas se fijaron en carbowax y tres laminillas por muestra se tifileron con
hematoxilina y eosina para el conteo diferencial de células inflamatorias. El
sobrenadante se congelé de inmediato a -70°C hasta su uso. Alicuotas de 1 ml de estos
sobrenadantes se utilizaron para la cuantificacion de proteinas totales por el método de

Bradford (utilizando curva patrén de albumina).

Ensayo de proliferacion de células A549 estimuladas con LBA de pacientes con
FPI.

Se establecieron cultivos de células epiteliales de la linea celular A549 (ATCC,
Rockville, MD) en frascos T-25 cm? (Costar, Corning Inc., NY, USA) con medio nutriente
de DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA), los cuales se mantuvieron en incubacion
a 37°C, con una mezcla de 95% aire y 5% CO,. Cuando las células alcanzaron
confluencia se cosecharon con Tripsina-EDTA. Después de eliminar la tripsina, se

resuspendieron en medio suplementado con suero y se contaron en un hemocitémetro.
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Las células se sembraron en cajas de 96 pozos a una densidad celular de 2500 células
por pozo y después de 24 horas el medio fue remplazado con medio con suero al 1%
mas 25% del fluido de los LBA concentrados a 2X de pacientes FPI y controles.

Después de 48 horas se determind el nimero de células en cada uno de los pozos con
el reactivo de proliferacion celular WST-1 (Roche Applies Sciencie, Indianapolis IN,
USA) (193). Esta es una sal de tetrazolio que se oxida en la cadena respiratoria de
células viables y forma un croméforo soluble llamado formazan. Brevemente, el medio
de las células se remplaz6 con 100 ul de medio sin suero y se agregaron 10 ul del
reactivo WST-1. Después de incubar 3 horas a 37°C, el medio se colectd y se
determind la absorbancia de las muestras en un lector de ELISA a 450 nm, utilizando un
filtro de referencia a 620 nm (Abs 450 nm - Abs 620 nm). La tasa de crecimiento celular
se determindé como la diferencia del incremento en los valores de absorbancia a las 48
horas respecto a los valores basales (dia 0). Estos ensayos fueron hechos por

cuadruplicado.

Ensayos de apoptosis

Deteccién de DNA fragmentado por citometria de flujo

Para determinar la fragmentacién de DNA por citofluorometria, 1 x 10° células
epiteliales A549, fueron cultivadas por 48 horas en medio HAM libre de suero, en
presencia de LBA (25% del volumen total) de pacientes con FPI1y controles.

A un panel adicional de células se le indujo apoptosis por 24 horas con cisplatino (20
ug/ml; Bristol-Myers, Puerto Rico) como control positivo.

Las células fueron resuspendidas en 5 ml de PBS con 1% de paraformaldehido, (en
hielo, 15 minutos), lavadas con PBS y almacenadas en etanol frio-congelado al 70%.
Entonces se utilizo el estuche APO-BrdU (Pharmingen, San Diego CA, USA), segun el
procedimiento descrito por el fabricante. Brevemente, las células fueron lavadas 2
veces con Buffer de lavado y el sobrenadante se descartd por centrifugaciéon. La
solucién de marcado de DNA recién preparada (con TdT y Br-dUTP) fue afiadida al
paquete celular, e incubada 1 hora a 37°C, con agitacion ocasional. Las células fueron
marcadas con FITC-conjugado, anticuerpos anti-BrdU, lavadas nuevamente vy
suspendidas en soluciéon de tincion que contenia yoduro de propidio y RNAsa. Las
células fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e inmediatamente

analizadas utilizando un citometro de flujo FACSAria (Becton Dickinson). El porcentaje
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de células positivas verde fluorescente con ruptura de DNA fue calculada usando el
software FACS Diva v.4.1.

Cuantificacion de caspasa 3 activada

Los niveles de caspasa 3 activada (proteolisis en Aspl175) fueron analizados por un
ensayo de ELISA (Cell Signalling Technology, Beverly MA, USA) de acuerdo con la guia
de procedimientos del proveedor. Células epiteliales alveolares A549 fueron
estimuladas con LBA de pacientes con FPI de diferentes haplotipos durante 6 horas y
los niveles de caspasa 3 activada se determinaron por medio de las lecturas

espectrofotométricas de la absorbancia a 450 nm.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los pacientes con FPI

Los datos demograficos, pruebas de funcién pulmonar, asi como los porcentajes de
células inflamatorias en los LBA se resumen en la tabla 1. Todos los pacientes
exhibieron evidencia clinica, radiologica y funcional que apoyaba el diagnostico de FPI,
con disnea variable, disminucién de los volumenes y capacidades pulmonares e
hipoxemia de reposo que empeoraba con el ejercicio. La tomografia computada de alta
resolucién, el perfil celular de LBA con predominio de macrofagos y moderado
incremento de neutrofilos y eosindfilos, asi como los hallazgos histopatologicos de la

biopsia, corroboraron el diagndstico de FPI.

Alelos y haplotipos de HLA-B, -DRB1y -DQB1 en pacientes con FPly controles.
Las tablas 2 y 3 ilustran las frecuencias génicas para los locus HLA-DRB1 y HLA-DQB1
de la clase Il de HLA, en pacientes y sujetos control. En el caso del locus HLA-DRBL1,
se encontrdé un incremento significativo de los alelos HLA-DRB1*0407, HLA-DRB1*1402
y HLA-DRB1*0101 en el grupo de pacientes con FPI. El alelo HLA-DRB1*0802 mostro
una tendencia al aumento en el grupo de controles, pero no alcanzé una diferencia
estadistica significativa (tabla 2). En el locus HLA-DQBL1, el alelo 0301 mostré un
aumento significativo en el grupo de pacientes con FPI (tabla 3).

El andlisis por haplotipos del HLA de clase Il, incluyé a los locus HLA-DRB1 y HLA-
DQB1. En el grupo de pacientes se encontraron 25 haplotipos diferentes, en tanto que
para el grupo control se determinaron 31. En la tabla 4 se muestran los 3 haplotipos que
se encontraron incrementados de manera significativa en los pacientes con FPI. Los
haplotipos inferidos fueron corroborados por medio de un estudio familiar que incluyé a
21 familias de sujetos con FPI incluidos en el estudio. Para esto, se examinaron en
promedio a 4 familiares en linea directa (ascendente o descendente), a quienes se les
tipifico los alelos del HLA de clase II.

El haplotipo HLA DRB1*0407-DQB1*0302 se encontrdé con una frecuencia superior al
doble en el grupo de pacientes con FPI con relacion al grupo de controles (p<0.0057,
OR = 2.49, IC = 1.28-4.95). Este haplotipo ha sido descrito previamente en poblaciones
amerindias (194-196). Asimismo, el haplotipo HLA DRB1*0101-DQB1*0501 se encontré
con una frecuencia haplotipica casi cuatro veces mayor en el grupo de pacientes en
comparacion con el grupo control (p<0.01, OR = 3.66, IC = 1.31-11.69). Finalmente, el
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haplotipo HLA DRB1*1402-DQB1*0301 mostré una frecuencia haplotipica casi seis
veces mayor en los pacientes comparados con controles (p<0.00005, OR = 5.48, IC =
2.22-15.36).

Con el objeto de comprobar el origen étnico y la contribucion racial de los haplotipos
encontrados, se realizé el analisis molecular del locus HLA-B de la clase I. Como se
muestra en la tabla 5, los alelos HLA-B*35, -B*15 y -B*52 se encontraron
significativamente incrementados en los pacientes con FPI.

Los resultados de los haplotipos HLA B-DRB1-DQB1 se muestran en la tabla 6. Se
puede observar que el haplotipo de clase Il -DRB1*0101-DQB1*0501, se encontro
asociado principalmente al alelo de clase | HLA-B*15, construyéndose de esta manera
el haplotipo HLA B*15-DRB1*0101-DQB1*0501 (p=0.011, OR = 10.72, IC = 1.43-
459.63). El haplotipo -DRB1*1402-DQB1*0301, se encontré asociado al alelo HLA-
B*52, origindndose asi el haplotipo HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301 (p=0.024, OR =
4.42, IC = 1.21-24.15). Finalmente el haplotipo HLA DRB1*0407-DQB1*0302 se
encontré6 mayoritariamente asociado al alelo HLA-B*35 dando origen al haplotipo
extendido HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 (p=0.005, OR = 4.73, IC = 1.53-19.53);

HLA-B*35 ha sido descrito como un alelo propio de poblaciones Hispanico-Americanas.

Influencia de los LBA sobre la tasa de crecimiento de las células epiteliales
alveolares

Con el objeto de examinar si los lavados bronquioalveolares obtenidos de pacientes con
FPI con diferentes haplotipos ejercian algun efecto sobre células epiteliales pulmonares,
se analizd su tasa de crecimiento a 48 horas (figura 7). En general, los LBA de
individuos normales indujeron un incremento moderado en la tasa de crecimiento de las
células epiteliales. Por el contrario, los sobrenadantes de los LBA de pacientes que son
portadores del haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302, produjeron una
disminucién significativa en la tasa de crecimiento de células epiteliales alveolares
pulmonares (32 + 5% con respecto a la basal; p<0.01), sugiriendo que estos
sobrenadantes provocan muerte celular.

La comparacion por prueba de Dunnett’'s entre de los LBA de pacientes con FPI con
diferentes haplotipos y controles mostr6 que el haplotipo HLA B*15-DRB1*0101-
DQB1*0501 también causa un moderado pero significativo decremento en la tasa de

crecimiento celular epitelial (p<0.05).



Efecto del LBA de pacientes con FPI sobre la apoptosis de células epiteliales
alveolares

La posible induccién de muerte celular programada por los sobrenadantes de los LBA
de pacientes con distintos haplotipos HLA se examind por citometria de flujo, utilizando
el ensayo APO-BRDU. Se observo un incremento significativo en el porcentaje de
apoptosis en las células epiteliales estimuladas con LBA de los pacientes con el

haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 (23.7+6.9% vs. 3.1+0.7% de los controles
y 6.5£0.6% y 7.6+1.2% de los otros dos haplotipos; p<0.01). Un ejemplo de las

diferencias observadas en gréficas de puntos obtenidas en el citometro de flujo se
ilustra en la figura 8.

Con el fin de corroborar el efecto pro-apopt6tico de este haplotipo, se realizé un analisis
adicional evaluando la capacidad de los sobrenadantes de LBA de pacientes con FPI y
controles para inducir la activacién de caspasa-3 en células epiteliales. Consistente con
los resultados de la citometria de flujo, se encontrd que las células epiteliales alveolares
tratadas con LBA de pacientes con FPI portadores del haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-
DQB1*0302 mostraron un incremento significativo en la actividad de caspasa-3
(351.7+16.5 contra 264+24 de los controles; p<0.05; figura 9).

Influencia de los diferentes haplotipos sobre el comportamiento clinico de la
enfermedad

No se encontraron diferencias en las pruebas de funcién respiratoria, lesiones
tomograficas de torax, perfil celular en el LBA o habito tabaquico entre los pacientes con
FPI con relacion a los distintos haplotipos de HLA.

Un hallazgo interesante fue que el 32% de los pacientes con el haplotipo HLA B*35-
DRB1*0407-DQB1*0302 exhibieron un curso acelerado de la enfermedad comparado
con solo el 11.7% de los pacientes con otros haplotipos. (Prueba exacta de Fisher =
0.033). Este hallazgo es importante porque recientemente hemos encontrado que
ciertos pacientes con FPI pueden desarrollar una forma acelerada de la enfermedad
(progresores rapidos). Estos enfermos se caracterizan por consultar pocos meses
después del inicio de los sintomas con dafio pulmonar grave y habitualmente fallecen

en los primeros dos afios después del diagndstico (197).
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Tabla 1

Variable FPI (n=75) valores
normales
Edad 63.0 + 9.5
Género (masculino/femenino) 49/26
Duracion de los sintomas antes del diagnéstico* 29.6 + 23.4
Fumador:
Nunca 36
Previamente 33
Actualmente 6
Hipocratismo (Si/No) 59/75 No
CVF % 66 + 23 90-100
CVF/FEV1 % 91.6 +10.3 90-100
PaO2 mmHg 49 + 10 67 + 3**
LBA
Macréfagos % 81.6 +11.6 85+5
Linfocitos % 14.0 + 11.0 10+5
Neutroéfilos % 43+35 0
Eosindfilos % 1.0+2.0 0

Tabla 1. Caracteristicas basales y hallazgos en LBA de pacientes con FPI. Se
presentan los datos demograficos, porcentaje de tabaquismo entre pacientes, pruebas
de funcion pulmonar, asi como el porcentaje de células inflamatorias en LBA. En la

columna de extrema derecha se presentan los valores normales.

*Meses.

**\/alores normales a la altura de la ciudad de México.

CVF: Capacidad vital forzada. FEV1: Flujo de volumen expiratorio en un segundo. LBA: Lavado
bronquioalveolar.
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Tabla 2

Pacientes Grupo control
] (n=75) (n=95) 0
HLA-DRBI (alelos =150) (alelos =190) pC OR IC (95%)
n fg n fg
0407 32 0.2133 19 0.105 0.0059 244 1.27-4.78
1402 26 0.1733 8 0.043 0.00013 4.77 2.01-12.55
0101 17 0.1133 7 0.037 0.0117 3.34 1.27-9.78
0701 16  0.106 21 0.117 NS 0.96 0.45-2.02
0802 13  0.086 31 0.179 0.0543 0.49 0.22-1.00
1602 8 0.053 3 0.015 NS 3.51 0.82-20.84
1101 7 0.046 11 0.059 NS 0.80 0.26-2.32
1302 7 0.046 4 0.021 NS 2.28 0.56-10.79
0301 5 0.033 9 0.048 NS 0.69 0.18-2.37
1301 4 0.026 4 0.021 NS 1.27 0.23-6.96
1503 4 0.026 3 0.015 NS 1.71  0.28-11.82
1501 3 0.020 9 0.048 NS 0.41 0.07-1.69
1201 3 0.020 1 0.005 NS 3.86 0.30-203.54
1407 1 0.006 7 0.037 NS 0.18 0.00-1.40
1104 1 0.006 3 0.015 NS 0.42 0.01-5.28
Otros 3 <0.020 50 <0.015

n: Tamafio de la muestra. fg: Frecuencia génica. pC: Valor de p con correccion de Yates. OR: Odds ratio.
IC: Intervalos de confianza del 95%. NS: No significativo.

Tabla 2. Frecuencias génicas de HLA-DRB1 en pacientes con FPIy grupo control.
Se encontré un aumento significativo en la frecuencia génica de los alelos 0407, 1402 y
0101 en los pacientes con FPI con respecto al grupo control. El alelo 0802 mostré una
tendencia al aumento en el grupo control, pero sin diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3

Pacientes  Grupo control

HLA- (n=75) (n=95) c
DOB1  (alelos =150) (alelos =190) P OR 1C (95%)
n fg n fg
0301 40 0266 27 0153 00063 220 123395
0501 17 0113 10 0054 NS 230 0.96-5.80
0302 32 0213 38 0225 NS 108 0.62-1.90
0201 21 0133 30 0172 NS  0.87 0.45-1.65
0402 13 0093 27 0153 NS 057 0.26-1.20
0602 8 0053 15 0082 NS 066 023-1.71
0502 8 0053 5 0026 NS 208 059826
0604 6 0040 3 0015 NS 260 054-16.28
0603 > 0013 3 0015 NS 084 0.07-7.46
0503 1 0006 8 0043 NS 015 000-1.17
Otros > 0013 24 0135 - -

n: Tamafio de la muestra. fg: Frecuencia génica. pC: Valor de p con correccién de Yates. OR: Odds ratio.
IC: Intervalos de confianza del 95%. NS: No significativo.

Tabla 3. Frecuencias génicas de HLA-DQBL1 en pacientes con FPIly grupo control.
El alelo HLA-DQB1*0301 se encontré incrementado en el grupo de pacientes con FPI
en relacion con los controles.
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Tabla 4

Pacientes Grupo control
Haplotipo (n=75) (n=95) c 0
DRB1-DQB1 (haplotipos=150) (haplotipos=190) P OR IC (95%)
n fh n fh
0407-0302 31 0.234 18 0.099 0.0035 2.49 1.28-4.88
1402-0301 26 0.191 7 0.037 0.00002 5.48 2.18-14.35
0101-0501 16 0.113 6 0.032 0.0052 3.66 1.30-10.78
0701-0201 16 0.113 19 0.105 NS 1.07 0.50-2.29
0802-0402 13 0.090 25 0.141 NS 0.63 0.29-1.33
1101-0301 8 0.054 10 0.054 NS 1.01 0.35-2.87
1302-0604 6 0.040 3 0.015 NS 2.60 0.57-13.34
0301-0201 5 0.033 6 0.032 NS 1.06 0.27-4.01
1602-0502 5 0.033 2 0.010 NS 3.24 0.55-24.28
1501-0602 3 0.020 9 0.048 NS 0.41 0.09-1.69
1201-0301 3 0.020 1 0.005 NS 3.86 0.35-97.2
1301-0502 3 0.020 1 0.005 NS 3.86 0.35-97.2
1503-0602 3 0.020 1 0.005 NS 3.86 0.35-97.2
1407-0503 1 0.006 7 0.037 NS 0.18 0.01-1.44
Otros 11 < 0.076 75 < 0.025

n: Tamafio de la muestra. th: Frecuencia haplotipica. OR: Odds ratio. IC: Intervalos de confianza del 95%.
NS: No significativo.

Tabla 4. Frecuencias haplotipicas de HLA DRB1- DQB1 en pacientes con FPly
grupo control. Fueron 3 los haplotipos DRB1-DQB1 que se encontraron incrementados
significativamente en pacientes con FPI (en negritas en la tabla), en comparacion con el
grupo control.
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Tabla 5

Pacientes Grupo control
(n =75) (n =57) c o
HLA-B  (alelos =150) (alelos =114) " OR IC (95%)
n fg n fg
35 47 0.356 15 0.142 0.0009 3.01 1.52-6.04
15 29 0.233 6 0.053 0.001 4.31 1.63-12.07
40 18 0.120 13 0.111 NS 11 0.47-2.42
52 17 0.120 4 0.035 0.035 3.52 1.07-12.76
53 8 0.054 4 0.044 NS 1.24 0.34-4.69
14 7 0.047 3 0.026 NS 1.85 0.4-9.55
39 7 0.040 14 0.131 NS 0.27 0.08-0.082
7 5 0.034 3 0.026 NS 1.29 0.25-7.15
8 3 0.020 11 0.096 NS 0.17 0.04-0.073
44 2 0.013 11 0.096 NS 0.11 0.02-0.59
51 2 0.013 10 0.087 NS 1.38 0.53-3.60
41 1 0.006 1 0.008 NS 0.76 0.02-28.39
18 1 0.006 5 0.044 NS 0.14 0.01-1.30
Otros 3 0.006 14 <0.008 NS 0.76 0.02-28.39

n: tamafio de la muestra. fg: frecuencia génica. pC: Valor de p con correccion de Yates. OR: Odds ratio.
IC: Intervalos de confianza del 95%. NS: No significativo.

Tabla 5. Frecuencias génicas de HLA-B en pacientes con FPIy grupo control. Los
alelos B*35, B*15 y B*52, se encontraron aumentados en el grupo de pacientes, con
relacion al grupo control.

Tabla 6

Pacientes Grupo control

Haplotipo (n =75) (n = 57)
HLA (haplotipos =  (haplotipos= p®  OR IC (95%)
B-DRB1-DQB1 150) 114)
n fh n fh
35-0407-0302 22  0.146 4 0.035 0.005 4.73 1.53-19.53
52-1402-0301 16  0.106 3 0.026 0.024 4.42 1.21-24.15
15-0101-0501 13 0.086 1 0.008 0.011 10.72 1.43-459.63

fh: Frecuencia haplotipica. pC: Valor de p con correccion de Yates. OR: Odds ratio. IC: Intervalos de
confianza del 95%. NS: No significativo.

Tabla 6. Frecuencias haplotipicas de HLA B-DRB1- DQB1 en pacientes con FPIly
grupo control. Se presentan de manera condensada los 3 haplotipos de los locus HLA
B-DRB1-DQB1, que resultaron incrementados en los pacientes con FPI.
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Figura 7. Efecto del sobrenadante de LBA de pacientes con FPI con diferentes

haplotipos HLA y controles sobre la tasa de crecimiento de células epiteliales
A549.

HO: Sobrenadante de LBA de pacientes de FPI sin ninguno de los tres haplotipos incrementados. H1:
Sobrenadante de LBA de pacientes con haplotipo HLA B*15-DRB1*0101-DQB1*0501. H2: Sobrenadante
de LBA de pacientes con haplotipo HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301. H3: Sobrenadante de LBA de
pacientes con haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302. C: Individuos control. Cada barra representa
la media + desviacion estandar de 7 a 8 sujetos y los experimentos fueron realizados por triplicado. *
p<0.01 muestra una diferencia significativa comparada con el resto de los grupos. ** p<0.05 comparada
con controles.
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Figura 8. Deteccién de DNA fragmentado por citometria de flujo en células
epiteliales estimuladas con sobrenadante de LBA de pacientes con FPI y

controles.

Panel A: Porcentaje de células apoptoéticas de sobrenadante de LBA de un individuo control. Panel B:
Control positivo de células estimuladas con cisplatino. Panel C: Efecto del sobrenadante de LBA de
pacientes con haplotipo HLA B*15-DRB1*0101-DQB1*0501 (H1). Panel D: Efecto del sobrenadante de
LBA de pacientes con haplotipo HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301 (H2). Panel E: Efecto del
sobrenadante de LBA de pacientes con haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 (H3). En cada caso
se presenta un experimento tipico. Las citometrias fueron realizadas en 4 controles y 7 a 8 pacientes de

los diferentes haplotipos.
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Figura 9. Efecto del sobrenadante de LBA de pacientes con FPIl y controles en la
activacion de caspasa 3.

HO: Sobrenadante de LBA de pacientes de FPI sin ninguno de los 3 haplotipos incrementados. H1:
Sobrenadante de LBA de pacientes con haplotipo HLA B*15-DRB1*0101-DQB1*0501. H2: Sobrenadante
de LBA de pacientes con haplotipo HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301. H3: Sobrenadante de LBA de
pacientes con haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302. C: Individuos control. Cada barra representa
la media + desviacion estandar (DS), de 7 a 8 sujetos, y los experimentos fueron realizados por
duplicado. * p<0.05 muestra una diferencia significativa comparada con el resto de los grupos.

73



DISCUSION

La FPI es una enfermedad progresiva y letal, con una media de sobrevida de 2 a 3 afios
después de establecido el diagndstico. Aunque la secuencia de sus mecanismos
patogénicos se desconoce, se ha sugerido que la enfermedad comienza con lesiones
focales del epitelio alveolar cuya activacion provoca la migracion, proliferacion y
activacion de fibroblastos y su cambio de fenotipo a miofibroblastos. Estos se agrupan
en focos subepiteliales y son los responsables de la secrecion de diferentes moléculas
de matriz extracelular, en especial colagenas fibrilares, con la consecuente destruccion
de la arquitectura pulmonar. La importancia de las células epiteliales en la patogenia de
la FPI es apoyada por el unico modelo de este padecimiento confirmado en animales.
En un estudio desarrollado en gatos que desarrollaron una enfermedad muy similar a la
FPI humana se encontraron numerosas alteraciones en el epitelio alveolar y se
demostré que los neumocitos tipo Il presentaban alteraciones ultraestructurales muy

parecidas a las reportadas en la FPI familiar (198).

Polimorfismos genéticos en fibrosis pulmonar idiopatica

En relacion a su patogenia, la FPI se considera una “enfermedad compleja” donde
cierta susceptibilidad genética, probablemente asociada a varios genes que actiuan en
concierto o independientemente, en conjunto con factores ambientales determina el
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, los posibles genes responsables no se
conocen.

La mayoria de los estudios recientes se ha enfocado al andlisis de polimorfismos de
citocinas o factores de crecimiento. Asi, se han explorado los polimorfismos de genes
tan variados como la fibronectina, la interleucina-1 y el antagonista de su receptor, la
interleucina-6 y la interleucina-12, del TNF y algunos de sus receptores, el interferon-y,
el TGF-B1, el receptor del complemento C1, y algunas proteinas del surfactante
pulmonar (135-139, 199-201). Sin embargo, las asociaciones reportadas a la fecha han
sido débiles o inexistentes.

Recientemente hemos encontrado que algunos polimorfismos de los genes de las
proteinas A y B del surfactante se encuentran con mayor frecuencia en los pacientes
con FPI, sugiriendo que estos polimorfismos, pueden ser parte del grupo de genes de
susceptibilidad o genes modificadores en FPl (134). Este ha sido un hallazgo
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interesante dado que mutaciones de otra proteina del surfactante, la SP-C han sido

asociadas al desarrollo de la fibrosis pulmonar idiopatica familiar (202, 203).

Complejo principal de histocompatibilidad y fibrosis pulmonar idiopatica

Dentro de este marco, es importante destacar que los estudios enfocados al complejo
principal de histocompatibilidad, son escasos y fueron realizados hace mas de 20 afios
con técnicas serolégicas, que actualmente han sido superadas por métodos
moleculares que definen con precision cada alelo. Ademas, es importante destacar que
es altamente probable que en muchos pacientes de esos estudios el diagndstico de FPI
no se haya realizado correctamente ya que la concepcion de esta enfermedad ha
cambiado radicalmente en la Ultima década y la forma de hacer su diagndstico alcanzo
consenso recién en el afio 2000 (140-143).

En el presente estudio examinamos la posible contribucion de los loci HLA-DRB1 y -
DQB1 de la clase Il, asi como del locus HLA-B, de la clase I, en la susceptibilidad a
desarrollar FPIl. Para este propésito se evaluaron 75 pacientes y 95 controles
étnicamente comparables utilizando la técnica de iniciadores secuencia especifica
(PCR-SSP). Nuestros resultados mostraron que 3 haplotipos se encuentran
significativamente incrementados en los pacientes con FPI, sugiriendo que el MHC
puede estar involucrado, al menos parcialmente, en la susceptibilidad genética a
desarrollar esta enfermedad.

Dos de estos haplotipos, HLA B*52-DRB1*1402-DQB1*0301 y HLA B*35-DRB1*0407-
DQB1*0302 han sido identificados en poblaciones amerindias; de hecho, este ultimo
haplotipo lo comparten todas las poblaciones autdctonas del continente americano,
desde Mesoamérica (lo que es hoy México y el sur de Estados Unidos) hasta la
Patagonia y es a su vez el mas comun en las poblaciones mestizas latinoamericanas
(194, 195, 196).

El elevado polimorfismo detectado en mestizos Mexicanos, es al menos en parte,
debido a la mezcla con genes caucasicos, producto de la colonizacion y migraciones
posteriores. Sin embargo, en el caso de HLA-DR4, el alelo HLA-DRB1*0407 es el mas
comun en poblaciones autdoctonas; es interesante sefialar que se ha reportado la
existencia de cierta restriccion en la cantidad de alelos de HLA-DR4 en estas
poblaciones por razones que no han podido ser elucidadas del todo (204-206). Varios
mecanismos pueden ser considerados, entre ellos el efecto fundador y la endogamia.
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También es posible que la homogeneidad de alelos haya ocurrido como resultado de
una amplia pérdida poblacional debido a enfermedades (posiblemente a causa de
epidemias) o a un medio ambiente adverso. Esto podria estar asociado con la
existencia de ciertos alelos que pueden conferir alguna ventaja selectiva; por ejemplo, la
molécula HLA-DRB1*0407 no porta una secuencia de cinco aminoacidos, que si portan
otros alelos DR4, que confieren susceptibilidad a artritis reumatoide (204, 207, 208).

En contraste, los alelos DRB1*0404 y *0411, también presentes en poblaciones
mexicanas autoctonas, aunque en menor frecuencia que DRB1*0407, si portan la
denominada “secuencia compartida” sugiriendo que distintos alelos de HLA-DR4
pueden influir como factores de riesgo asociados con ciertas enfermedades. HLA-DR4
es un factor de riesgo positivo para diferentes enfermedades (204, 207). El
conocimiento de la distribucion de alelos de HLA-DR4 en mexicanos puede constituirse
como una herramienta Gtil en la deteccion de posibles genes de susceptibilidad a
enfermedades (204).

Los alelos DRB1*0403, *0406 y *0407, portan al acido Glutdmico en la posicion 74 de la
molécula DRB1 y muestran solo pequefias diferencias de nucleétidos entre ellas; sin
embargo, todos estos alelos DR4 portan el mismo haplotipo de clase i
DQA1*0301/DQB1*0302 (209).

Haplotipos HLA y mecanismos de dafio en fibrosis pulmonar idiopatica

El o los mecanismos por los cuales los haplotipos encontrados en este estudio pueden
favorecer el desarrollo de FPI necesitan ser elucidados. En otras enfermedades,
primordialmente aquellas de origen autoinmune, se ha sugerido que ciertos haplotipos
extendidos predisponen a una alteracién en la regulacion inmune mediada por linfocitos
T, y de esta manera la susceptibilidad asociada a ellos se relaciona con una falla en
proveer proteccion eficiente como se ha sugerido, por ejemplo, en artritis reumatoide
(210).

Por otro lado, también se ha descrito una asociacion entre algunos alelos HLA con
enfermedades fibrético-epiteliales, que no tienen un fondo inflamatorio o autoinmune; tal
es el caso de la glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica. De manera
interesante, esta enfermedad fibrética que se caracteriza por una disfuncion de los
podocitos (células epiteliales glomerulares viscerales) seguida de cicatrizacion
glomerular segmentaria y sindrome nefrético, ha sido asociada también a HLA-DR4
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(211, 212). En este caso, el efecto puede estar relacionado con otros genes vecinos de
esta region polimorfica, que se caracteriza por un elevado desequilibrio de enlace.

Esto mismo se puede postular en relacion al efecto de los haplotipos encontrados en
nuestro estudio y la susceptibilidad a desarrollar FPI, esto es, que esté relacionada con

otros genes que estén cercanos en esta region con alto desequilibrio de union.

Haplotipos HLA y apoptosis del epitelio alveolar en la patogenia de la fibrosis
pulmonar idiopatica

Recientemente se ha propuesto que un proceso fundamental en el desarrollo de la FPI
es la lesion y activacion de las células del epitelio alveolar la que es seguida por
migracion/proliferacién de fibroblastos, acumulacién exagerada de matriz extracelular y
una aberrante remodelacion tisular (116, 117).

En este contexto, varios estudios sugieren que la apoptosis de las células del epitelio
alveolar desempefia un papel critico en la patogenia de esta enfermedad (213-216). Es
importante sefialar que éste es un proceso patolégico que parece ocurrir en etapas muy
iniciales de la enfermedad. Asi por ejemplo, con técnicas de marcaje de DNA
fragmentado in situ y microscopia electronica se ha encontrado la presencia de
numerosas ceélulas apoptoticas en alvéolos practicamente normales o que presentan
minimas areas de lesion en pulmones con FPI, sugiriendo que la muerte epitelial
programada es un evento temprano en la evolucién de la enfermedad (214).

Sin embargo, los mecanismos involucrados en la apoptosis epitelial en FPI no se
conocen con precision. Varios eventos pueden estar implicados, incluyendo la via de
sefalizacion de Fas que se encuentra sobre-expresada en células del epitelio alveolar
en FPI, y la secrecion de angiotensinégeno por fibroblastos el cual convertido en
angiotensina provoca apoptosis epitelial (215, 216).

Estudios recientes, sugieren que las moléculas clase Il del sistema HLA, ademas de
participar en la presentacion de antigenos, pueden activar redes de sefalizacion
intracelular que frecuentemente llevan a la muerte celular programada, en especial de
linfocitos B (217). Se ha propuesto que la activacion de CD95, recluta la molécula FADD
(Fas-associated death domain protein), la cual inicia los mecanismos de activacion de la
procaspasa 8 (218). Otros estudios, sin embargo, han sugerido que la apoptosis

mediada por HLA-DR, no involucra activacién de caspasas (217).
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Sin embargo, una posible relacion entre determinados haplotipos HLA y apoptosis
epitelial no se habia descrito previamente. Es importante sefialar que la expresion de
moléculas de HLA de clase |l es regulada de manera activa a través de varios estimulos
celulares y se ha demostrado que células del epitelio alveolar de pulmones con FPI
expresan moléculas de HLA clase Il (219). Aun mas, hallazgos experimentales han
documentado que los antigenos de HLA clase Il se encuentran expresados en etapas
tempranas en los neumocitos tipo Il y antes de que se observe infiltracion celular
inflamatoria (220).

En este contexto, nuestros resultados sugieren que algunos haplotipos del complejo
principal de histocompatibilidad, en el caso de nuestro estudio el HLA B*35-DRB1*0407-
DQB1*0302, pueden asociarse con un fenotipo que se caracteriza por el aumento local
de sefiales que favorecen la muerte celular programada de células del epitelio alveolar.
Asi pudimos demostrar que los lavados bronquioalveolares (que reflejan lo que esta
ocurriendo en el parénquima pulmonar) de pacientes con este haplotipo provocan un
aumento significativo de apoptosis en células epiteliales pulmonares expuestas in vitro
determinado tanto por citometria de flujo (DNA fragmentado marcado con BrdU) como

por activacion de la caspasa 3.

Genes vecinos al MHC estan relacionados con apoptosis

Algunos de los genes que codifican para proteinas involucradas en el proceso de
apoptosis se encuentran localizados en el brazo corto del cromosoma 6, relativamente
cerca de la regidon de HLA (221).

Entre estos se incluyen a CDKN1A (cyclin dependent kinase inhibitor 1A), BAK1 (BCL2-
antagonist/killer 1), DAXX (death domain-associated protein), IER3 (immediate early
gene 3), SOX4 (sex determining region Y-box 4), LTA [la cual pertenece a la clase IV
del HLA, (3)], HMGA1 (high mobility group AT-hook 1), y la proteina asociada a
presenilina. Con respecto a esta Ultima se ha reportado que ratones homocigotos
deficientes a presenilina 2 desarrollan espontaneamente con la edad un considerable
engrosamiento de las paredes alveolares por fibrosis. De manera importante, en
conjunto con el desarrollo de fibrosis los autores encontraron numerosas células
epiteliales pulmonares en proceso de apoptosis (222).

Otro de los genes relacionados con apoptosis es BAT3 (HLA-B associated transcript 3),

el cual tiene un sitio regular para la activacion de la caspasa 3. Existe evidencia de que

78



la caspasa 3 activada actia sobre BAT3 para liberar un fragmento C-terminal
denominado CTF-131, el cual a su vez induce apoptosis (223).
Sin embargo, actualmente se desconoce si estos u otros genes relacionados a

apoptosis son regulados en asociacién con determinados haplotipos HLA.

Complejo principal de histocompatibilidad y comportamiento clinico de la FPI

Es importante enfatizar que en algunos casos un determinado polimorfismo no se
asocia con el desarrollo de la enfermedad, sino con el fenotipo clinico (136, 138). Por
ejemplo, recientemente se observo que los polimorfismos en el codoén 10 y 25 del gen
del factor de crecimiento transformante beta-1 no se encuentran con mayor frecuencia
en los enfermos con FPIl en comparacion con controles, pero se asocian con una peor
evolucién clinica (136).

En este contexto, nuestros resultados sugieren que el haplotipo HLA B*35-DRB1*0407-
DQB1*0302 se asocia con una rapida progresion de la enfermedad, y de hecho, el 32%
de los pacientes consulté con disnea grave e hipoxemia importante ain cuando fueron
diagnosticados pocos meses después del inicio de los sintomas. Por el contrario, los
pacientes con la forma de evolucion habitual o “clasica” consultan en promedio de 1 a 2
afos después del inicio de los sintomas que son en general lentamente progresivos.
Esta heterogeneidad clinica ha sido recientemente descrita (197), y nuestros resultados
sugieren que una susceptibilidad genética asociada al sistema HLA puede ser

parcialmente responsable.

En resumen, la susceptibilidad genética en la FPI debe visualizarse a través de un
modelo que involucre la participacion de varios genes incluyendo aquellos del sistema
HLA. Nuestros hallazgos sugieren que varios haplotipos del complejo principal de
histocompatibilidad pueden estar involucrados en la susceptibilidad genética a
desarrollar esta enfermedad, y uno de ellos, el HLA B*35-DRB1*0407-DQB1*0302 de
origen amerindio, se presenta en pacientes con un fenotipo clinico mas agresivo, que se
caracteriza por induccion de apoptosis de células epiteliales pulmonares in vitro, y por

una presentacion acelerada de sintomas respiratorios.
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Anexo 1. Tablas de interpretacién de bandeos para HLA-B
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Anexo 1. Tablas de interpretacién de bandeos para HLA-B. Continuacion
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Anexo 1. Tablas de interpretacién de bandeos para HLA-B. Continuacion
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Anexo 2. Tablas de interpretacion de bandeos para HLA-DRB1
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Anexo 3. Tablas de interpretacion de bandeos para HLA-DQB1
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Anexo 4. Glosario de términos

Alelo: Forma alternativa de un gen situado en un locus particular en un par de
cromosomas homologos. Se segrega durante la meiosis donde el hijo recibe uno de
cada par de alelos de cada progenitor.

Amplificacién: 1. Replicacion de un banco gendmico en masa; 2. Generacion de
multiples copias de un gen.

Anticodon: Triplete de nucleotidos en el RNA; que se asocia durante el proceso de
traduccién por complementariedad de bases con el coddn en el RNA,.

Antiparalelo: Situacion de las moléculas que estan en paralelo pero que apuntan en
direcciones opuestas (las cadenas de la doble hélice del DNA, estan en sentido
antiparalelo).

Apareamiento de bases: En la doble hélice del DNA la Adenina se aparea con Timina
y Guanina con Citosina; en el RNA la Adenina se aparea siempre con el Uracilo. La
especificidad del apareamiento de bases es fundamental para la replicacion del DNA y
en la traduccion del RNA,, durante la sintesis proteica.

Autosomas: Cromosomas no sexuales. La especie humana tiene 22 pares de
autosomas y un par de cromosomas sexuales.

Cariotipo: Serie de Cromosomas en un individuo. El término se emplea a menudo para
designar la microfotografia de los cromosomas dispuestos segun una clasificacion
estandar.

Caso indice: Es el primer paciente que se identifica en una familia donde puede haber
mas afectados. En inglés se utiliza el término “Proband”.

Cebador: Pequeia cadena de nucleétidos a partir del cual, la DNA polimerasa inicia la
sintesis de una molécula nueva de DNA. También es denominado “primer”, término
utilizado en inglés.

Centimorgan: Unidad de longitud fisica en el mapa de un cromosoma, que equivale a
una frecuencia de 1% de la recombinacion entre genes ligados, también ha sido
denominada unidad de mapeo y es simbolizada como Cm.

Centrémero: Pequefia masa de cromatina situada en el interior de un cromosoma y a
la que se unen las dos cromatides. El centrbmero ocupa una porcién caracteristica en
todo cromosoma. Es la ultima parte del cromosoma que se divide y por medio de la cual

se fija al huso. Divide al brazo corto del largo en el cromosoma.
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Codon: Grupo de tres nucleoétidos sucesivos en el DNA o el RNA, que codifica para un
aminoécido especifico.

Codominancia: La co-expresion de dos determinantes dominantes. En los grupos ABO,
Ay B son dominantes sobre el 0, pero codominantes entre si.

Cromosoma: Estructura intranuclear que retiene colorante y contiene el material
genético. El nicleo es un organelo en el que se hallan los cromosomas.

Cromosoma sexual: Cada uno de los cromosomas responsables del sexo. (En los
seres humanos: XX para la mujer; XY para el varon.)

Cromosoma X, ligado al: Los genes situados en el cromosoma X o los caracteres
dominados por éstos, decimos que se hallan ligados al cromosoma X.

Degeneracion del codigo genético: Término empleado para indicar que mas de un
codon puede codificar el mismo aminoécido.

Desequilibrio de enlace o de ligamiento: La asociacion de alelos resultante del
ligamiento cercano entre loci distintos. Los alelos segregan juntos en un mismo
haplotipo dependiendo de la distancia existente entre ellos.

DNA: (Acido Desoxirribonucleico) Acido nucleico de los cromosomas; contiene
codificada la informacion genética de la célula.

DNA complementario: (DNA;) Molécula de DNA de una sola cadena sintetizada
utilizando como molde una molécula de RNA,, y la accion de la transcriptasa inversa.
DNA polimerasa: Enzima que tiene la capacidad de sintetizar una cadena nueva de
DNA complementaria a otra ya existente a partir de una pequefa cadena de nucleotidos
unidos al molde por complementariedad de las bases. Hay diferentes enzimas con
capacidad DNA polimerasa, algunas de ellas estan relacionadas con la sintesis de
DNA, otras se relacionan con su reparacion.

Dominante: Se dice de un rasgo cuando la manifestacion del alelo del gen que lo
determina se refleja en el fenotipo. Un alelo que se manifiesta de igual manera en el
homocigoto y en el heterocigoto. Se usa en la genética humana para sefalar las
unidades genéticas que se manifiestan en el heterocigoto.

Entrecruzamiento: Intercambio de material genético entre los miembros de un par
cromosomico.

Epitopo: Determinante antigénico de estructura conocida. Es la parte del antigeno que
se une al paratopo.

Exdn: Porcién de DNA que codifica RNAy, maduro. La regiéon codificadora de un gen.
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Fenotipo: 1. Lo que parece existir en cierto locus, es decir o que se expresa. Lo que
realmente existe es la combinacion de dos genotipos, (uno heredado de cada
progenitor). 2. Naturaleza fisica, bioquimica y fisiolégica de un individuo, determinada
tanto por su genotipo como por el ambiente en el cual se desarrolla.

Frecuencia génica: Define las porciones alélicas en un locus, en una poblacion
determinada.

Gen: Unidad de DNA que codifica un cierto producto, usualmente una proteina.

Gen estructural: Gen que determina la estructura primaria (la secuencia de
aminoacidos) de un polipéptido.

Gen regulador: Gen cuyo producto participa en la regulacion de otro gen; por ejemplo
un gen represor.

Genoma: Todo el material genético contenido en los cromosomas de un organismo
particular.

Genotipo: 1. La contribucion genética a la descendencia. 2. Constitucion genética
(genoma) o mas precisamente los alelos presentes en los loci.

Haplotipo: 1. Combinacion de alelos de loci estrechamente unidos, usualmente con
alguna afinidad funcional. 2. Contribucion genética de uno de los padres a la
descendencia de un grupo de loci muy ligados entre si. Ejemplo: los loci HLA.
Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes en un determinado locus de un
par de cromosomas homologos.

Homocigoto: Individuo que posee los dos alelos idénticos en un determinado locus de
un par de cromosomas homélogos.

Intron: Porcidn del gen que se transcribe pero que no aparece en el RNA, maduro,
pues se elimina durante el procesamiento del mismo.

Loci: Plural de locus.

Locus: Localizacién exacta del gen en un cromosoma. Los alelos ocupan siempre la
misma posicion o locus en el cromosoma.

Meiosis: Tipo de division celular que ocurre en las gonadas en la que a partir de células
diploides se forman los gametos que contienen un nimero haploide de cromosomas.
Existen dos divisiones meiodticas (I y II). La reduccién del numero de cromosomas
ocurre durante la meiosis I. Al final de la meiosis hay 4 células cada una de las cuales

tiene la mitad del nimero de cromosomas de la célula original.
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Mitosis: Division de las células somaticas de la que resulta la formacion de dos células
hijas, cada una de las cuales posee el mismo complemento de cromosomas que la
célula madre.

Mutacion: Cambio permanente y hereditario del material genético. Definida
comunmente como el cambio en un solo gen (mutacién en un punto), aun cuando el
término se emplea también para designar un cambio en el nimero o en la disposicion
de los cromosomas.

Mutacién silenciosa: Mutaciéon de codén que no altera la secuencia de aminoacidos.
Nucledtido: Mondmero constituido por una base, un azucar (pentosa) y un grupo
fosfato. Una molécula de acido nucleico esta formada por gran numero de éstos
nucledtidos unidos por medio de enlaces azucar-fosfato.

Paratopo: Seccion de regiones hipervariables en el anticuerpo que estan en contacto
con el antigeno.

PCR: Siglas de reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain
reaction). Método in vitro que permite conseguir multiples copias de una secuencia
determinada de DNA.

Polimorfismo: Presencia de dos o0 mas genotipos alternativos en una poblacion,
determinados por factores genéticos y que presentan frecuencias demasiado elevadas
para poder ser mantenidos en la poblacién por mutacion.

Promotor: Secuencia de DNA a la cual se une la RNA polimerasa para iniciar la
transcripcion.

Pseudogen: Secuencia similar a un gen pero que no funciona como tal; aparentemente
no contribuye al fenotipo y podria ser vestigio de un gen antes funcional.

Recesivo: Se dice que un gen es recesivo si solo se expresa cuando esta en su forma
homocigatica.

RNA: Acido Ribonucleico.

Telémero: Unidad terminal en un cromosoma.

Tipo silvestre: Término empleado en genética experimental para indicar el alelo normal

(generalmente expresado como +) o el homocigoto normal (+/+).
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