o

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO E INVESTIGACION
SECRETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS
GENES HLA EN LA SUSCEPTIBILIDAD AL ASMA

TRABAJO DE INVESTIGACION

QUE PARA OBTENER EL DIPLOMA DE PEDIATRA

ESPECIALISTA EN INMUNOLOGIA CLINICA Y ALERGIA

PRESENTA:

DRA. ARSHELI ROJAS GARRIDO

MEXICO 2008




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS GENES HLA EN
LA SUSCEPTIBILIDAD AL ASMA

DR. JOSE N. REYNES MANZUR
DIRECTOR IE ENSENANZA

DRA. MIRELLAVAZQUEZ RIVERA
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE PRE Y POSGRADO

S

DR. JOSE G. HUERTA LOPEZ

PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE EHEESPECI_ALIEACI'E':JH
EN ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA PEDIATRICA

budoog

) DR. GERARDO T. LOPE

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE
EDUCACION MEDICA CONTINUA
TUTOR DE TESIS



INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS GENES DE HLA EN

LA SUSCEPTIBILIDAD DEL ASMA.

INDICE
RESUMEN 1
ABSTRACT 2

INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS

GENES DE HLA EN LA SUSCEPTIBILIDAD DEL ASMA. 3
Complejo principal de histocompatibilidad 5
Estructura y funcién 7
HLA y asma 10

REFERENCIAS 15



INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS GENES DE HLA EN
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RESUMEN

Hay multiples regiones en los cromosomas con genes que contribuyen a la
susceptibilidad para desarrollar asma y enfermedades alérgicas. Existen 35 a 75%
factores genéticos responsables del asma. Hay una estrecha correlaciéon entre la
expresion de genes especificos y el incremento en la activacién de elementos de
la respuesta inmune dentro del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

Estos genes se encuentran en el cromosoma 6 del humano.

Se han identificado algunos genes que contribuyen a codificar proteinas de la
respuesta alérgica, entre ellos, los localizados en los cromosomas 5q, 11q, 12q y
13g. Los alelos HLA-DRB1* 0101 y DPN1, contienen sobre todo péptidos del
Dermatophagoides pteronyssinus. En la poblacion latina se han identificado con
gran frecuen-cia HLA-D2 en nifios brasilefios; tienen prueba cutanea y Rast
positivos a D. ptreronysiinus. Faltan mas informes de nuestra poblacion.

Palabras clave: Inmunogenética de asma, HLA, cromosomas, alelos,

histocompatibilidad.
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ABSTRACT

There are multiple regions in the chromosomes containing genes that contribute to
the susceptibility for the development of asthma and allergic diseases. It is
estimated that 35 to 75% of genetic factors are involved in the development of
asthma. A strong correlation exists between the expression of specific genes and
the increased activation of elements of the immune response found within the main

histocompatibility complex (MHC).

These genes are located in human chromosome 6. Some genes that contribute to
codify proteins of the allergic response, located in chromosomes 5q, 11q, 12q and
13q have been identified. The alleles HLA-DRB1+ 0101 and DPN1, contain mostly
peptides of Dermatophagoides pteronyssinus. A high incidence of HLA-DQ2 has
been identified in Brazillian children with positive cutaneous test and RAST to D.
pteronyssinus. More reports of our population are desirable.

Key words: Immunogenetic asthma, HLA, chromosomes, alleles,

histocompatibility.



INMUNOGENETICA DEL ASMA. PARTICIPACION DE LOS GENES DE HLA EN

LA SUSCEPTIBILIDAD DEL ASMA.

Las enfermedades atdpicas son el resultado de interacciones complejas entre
factores genéticos y ambientales poderosos, que juegan un papel fundamental
como dispa-radores de los sintomas en sujetos previamente sensibilizados.

La mayor evidencia de las bases genéticas para el desarrollo de atopia se basa en
los estudios de gemelos con altos niveles de IgE que oscilan entre 50 y 80% 1 ,lo

que da una alta probabilidad de heredarla.

Hay multiples regiones de los cromosomas con genes que contribuyen a la
susceptibilidad al asma y la alergia, que no solo reflejlan un riesgo para el
desarrollo de la enfermedad, sino para la regulacion de su expresion y gravedad. 2
Debido a la asociacion del asma con niveles elevados de IgE, muchos trabajos
han enfocado su atencidn a los genes ubicados en el cromosoma 5. Este
cromosoma contiene un grupo de genes que codifican para la produccion de

diversas citocinas involucradas en la regulacion de la sintesis de IgE.

Cuadro 1. Genas y cromosomas involucrados en asma

Cromosmma  Genas Funcin

1p Haceptor da la Interleucing 12 (IL-12) Induceian de [FM-w, qua interacciona con la IL-12.

20 Chz2s Considerads como malécula accasona en la requlacidn de los
niveles da lgE

5oy Inferlaucnas 4 v 12 Componantas clave en ka induccion de la sintasis de IgE.

(4] MHC {complejo principal de histocompatibilidad) Sa encuantra los ganas HLA, HSPTO y THNF-alfa v THF-beta

importantes en la prasentacidn de antigens v requlacian de la
respuesta inflamatona.




En este cromo-soma se encuentran también los genes que codifican para los
receptores beta 2-adrenérgicos y los receptores de glucocorticoides El asma es
una enfermedad poligénica, es decir, su expresion depende de la participacién de
multiples genes localizados en distintos cromosomas; depende ademas de

factores ambientales. Por ello el asma es una enfermedad multifactorial.

El cuadro 1, sefala algunos genes involucrados en la codificacion de proteinas
inflamatorias involucradas en el asma y su localizacion. Se estima que participan
entre 35y 75% de los factores genéticos en el desarrollo del asma y de la atopia

en base a estudios en gemelos monocigotos y dicigotos.

En familias de asmaticos contribuyen con mas del 87% 3,4 . Existe una fuerte
correlacion entre la expresion de ciertos genes especificos y el aumento de
suscep-tibilidad para desarrollar ciertas enfermedades reguladas por el sistema
inmune, entre ellos, los ubicados en el complejo principal de histocompati-bildad
(MHC); sin embargo, los mecanismos precisos de las interacciones entre factores

genéticos y ambientales son inciertos 5 .

La regulacion genética de la respuesta inmune dirigida por los linfocitos T esta
mediada por la interaccion de moléculas HLA, que existen en la célula
presentadora de antigeno, y el receptor de las células T (TCR); esta influida
preferentemente por el alto nivel de polimorfismo que caracteriza a los genes HLA,

sobre todo los de clase II.



Numerosos estudios demuestran que algunos alelos HLA pueden ser factores de
riesgo, 0 por el contrario, de proteccion para la sensibilizacion a alergenos
especificos Para entender mejor la participacion de este grupo de genes se
revisara sucintamente su ubicacién, estructura y funcién dentro de la respuesta

inmune.

Complejo principal de histocompatibilidad

El sistema inmune responde a diferentes agentes infecciosos y algunos tejidos
neoplasicos, no solo con un esquema, sino a través de un conjunto de eventos
celulares y moleculares muy complejos, controlados en gran medida por un grupo
de genes denominado complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés,

major histocompatibility complex).

Este grupo de genes se encuentra en el brazo corto del cromosoma 6 en el
humano, en el cromosoma 17 en el ratdn y en el cromosoma 20 en la rata. Este
grupo de genes se identificd inicialmente por el efecto que tenian sobre el
trasplante de piel y en tumores, y posteriormente en el control de la respuesta

inmune.

Los genes del MHC también desempefian un papel muy importante en la
resistencia a infecciones y en la susceptibiidad a un gran numero de
enfermedades autoinmunes. Por lo tanto, las primeras observaciones que

indicaron que el control de la respuesta inmune estaba estrechamente relacionada



con los genes del MHC, han servido de base para desarrollar numerosas vy
cuidadosas investigaciones que en las ultimas dos décadas han permitido conocer
los detalles mas pequerios del reconocimiento celular en el sistema inmune a nivel

molecular 6 .

Los genes del MHC desempefian un papel central en la respuesta inmune frente a
antigenos proteicos, ya que los linfocitos T especificos para un antigeno, no los
reconocen en su forma libre ni en su forma soluble, sino que reconocen porciones
de los antigenos proteicos (es decir, péptidos) unidos de forma no covalente a

productos genéticos del MHC.

En resumen, las moléculas del MHC proporcionan un sistema para presentar los
péptidos antigénicos a las niveles de IgE importantes en la presentacion de
antigeno y regulacién de la respuesta inflamatoria, células T, lo que permite a
éstas rastrear el organismo en busqueda de péptidos derivados de proteinas
extrafias. Existen dos tipos de productos de los genes del MHC: las moléculas de

clase | y las moléculas de clase II.

Las moléculas del MHC tienen péptidos antigénicos a las células T para iniciar una
respuesta inmune. Los genes del MHC son muy polimorficos, es decir, existen
numerosos alelos en una poblacion que difieren en sus distintas capacidades para
unirse y presentar a los diferentes determinantes antigénicos de las proteinas.

Los linfocitos T reconocen antigenos extrafios solamente cuando estan unidas a

estas moléculas en la superficie de las células presentadoras de antigeno debido



a que las moléculas del MHC estan unidas a membranas celulares. De esta
manera, las células T solo interactian con células que expresan antigenos
asociados a MHC y no con antigenos solubles. Por lo tanto, el receptor de las

células T se une al complejo peptido-molécula MHC 1.

Estructura y funcién

Los genes del MHC se ubican en el brazo corto del cromosoma 6, que es una
region muy variable, quizas la mas variable del genoma humano. Esta se divide a
su vez en tres regiones denominadas sistema HLA (Human Leucocyte Antigens)
que contiene a los genes conocidos como HLA clase I, HLA clase Il y una region
no HLA denominada clase Ill, donde se incluyen los genes que codifican para las
proteinas del sistema del complemento: C2, C4 y factor B; los genes de las
proteinas de choque térmico HSP70; los genes del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a ) y el factor de necrosis tumoral beta (TNF-B ).7 En la region de clase | del
MHC se ubican los genes HLA-A, B y C que codifican una glicoproteina de 45
kilodaltones (cadena a ), unida a una cadena no polimérfica conocida como B 2 -

microglobulina, codificada por un gen ubicado en el cromosoma 15.

La cadena alfa (a ) consta de tres dominios a 1, a 2 y a 3 en donde los dominios a
1y a 2 son los mas externos, donde radica la mayor parte del poli-morfismo de la
molécula; el dominio a 3 es no polimorfico y es la region transmembranal de la
molécula. 8 Los datos de la estructura tridimensional de las moléculas HLA de

clase | se conocen a partir de 1987.



La informacion sobre la estructura tridimensional de las moléculas de clase Il es
menos extensa, ya que los primeros datos sobre su estructura datan de 1993. El
analisis de estas estructuras se realizé por técnicas de cristalografia de rayos-X y
se eligieron tres moléculas de esta regidn clase | para este estudio: las moléculas

HLA-A2, HLA Aw68 y HLA-B27.

Estas moléculas estaban unidas a una mezcla de péptidos heterdlogos. Estos
ensayos establecieron los principios generales que determinan la unién entre el
péptido y el sitio de union de éste en la molécula clase I. Como parte de su
funcioén, las moléculas HLA clase | s6lo pueden unir péptidos de 8 a 10 residuos
de aminoacidos; sin embargo, tienen una considerable flexibilidad para extenderse

y ampliar su capacidad de unir péptidos de secuencias un poco mayores.

Los genes ubicados en la region de clase Il codifican los antigenos HLA-DP, DQ y
DR gue son un heterodi-mero constituido por una cadena a de aproximadamente

30 kda y una cadena 3 de aproximadamente 28 kda.

Los mecanismos por los cuales los péptidos antigénicos se unen a las moléculas
clase Il para ser presentados a las células T ocurre a través de uniones entre los
hidrogenos derivados de los residuos de aminoacidos del péptido antigénico y los
hidrogenos disponibles que se encuentran en el sitio de union del péptido en la

molécula HLA clase 1l 8 .



Las moléculas de clase | se expresan sobre la superficie de la mayoria de las
células nucleadas, mientras que las moléculas clase Il s6lo se expresan sobre la
superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA) como el macréfago, el
linfocito B y la célula dendritica interdigitante 1 . Se ha encontrado una gran

cantidad de alelos en los genes de las moléculas HLA de clase | y de clase 1l 9.

Su funcién principal es presentar péptidos propios o extrafios procesados de
manera previa y a traves de diferentes compartimentos intracelulares, unidos a la
parte mas extracelular de estas moléculas por un mecanismo complejo en el que
participan otras moléculas llamadas “chaperonas”; finalmente son exportados al
exterior de la membrana celular y se presentan a los linfocitos T correspondientes.
Las moléculas HLA de clase | presentan péptidos de origen Inmunogenética del
asma endogeno (virus, péptidos propios) a los linfocitos T CD8+ 10 ; las moléculas
HLA de clase Il presentan péptidos derivados de proteinas de origen exdgeno
(bacterias, parasitos, polenes, etc.) por una ruta diferente a los presentados por
las clase | con la ayuda de otro tipo de moléculas chaperonas a los linfocitos T
CD4+; de esta forma se inician los procesos de una respuesta inmune adecuada

en contra del antigeno que la origin6 11 .

La funcién de las moléculas HLA en la respuesta inmune esta influida por el
polimorfismo genético que existe en este complejo. El polimorfismo es la presencia
de un gran numero de variantes genéticas distribuidas de diferente manera en
cada poblacion, grupo étnico o racial, y estas variantes son la respuesta a las
presiones ambientales a las que estan expuestas las diferentes poblaciones y a su

situacion geografica a través de la evolucion.



Esto permite contar con un gran niumero de moléculas HLA gque aumentan el
repertorio para la presentacion de antigeno, lo que permite presentar una gran
cantidad de péptidos antigénicos derivados de la extensa cantidad de patdgenos
que existen en el ambiente. Si el polimorfismo fuera limitado, daria lugar a que
poblaciones enteras fueran susceptibles a elementos infecciosos y que sufrieran
ligeros cambios en su composicion antigénica, para los cuales los individuos
serian incapaces de responder. Sin embargo, en algunas ocasiones estos
procesos sufren algunas alteraciones, lo que origina problemas patologicos que

desencadenan la autoinmunidad 6 .

HLA y asma

El asma es una de las enfermedades mas importantes de la patologia alérgica.
Afecta a 155 millones de individuos en el mundo. El costo de su tratamiento es
muy alto. En los EE.UU., asciende a unos US $6 billones de doélares por afio, de

los cuales mas de la mitad se emplea en cuidados hospitalarios 12 .

Existen avances en los estudios genéticos para identificar y evaluar la
participacion de algunos genes en diversas enfermedades de etiologia
heterogénea y compleja. El asma no es la excepcidn; en ella se han estudiado
diferentes regiones cromosomicas a fin de encontrar genes que puedan contribuir

a la suscepti-bilidad y desarrollo del asma.
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Los estudios con varios miembros de una familia que padece la misma afeccion
(agregacion familiar), y los estudios en gemelos, son los pasos iniciales para
determinar si hay alguna caracteristica o rasgo del asma que pueda ser medida a
través del componente genético. En el asma se ha descrito una predisposicion
familiar significativa: 25% de la descendencia de pacientes con asma desarrolla la
enfermedad, y fenotipos asociados como la hiperreactividad bronquial y niveles

séricos elevados de IgE 13 .

Hasta el momento existe evidencia de la partici-pacion de multiples regiones
cromosomicas en el desarrollo del asma; algunas de ellas incluyen los
cromosomas 5q, 11q, 12q y 13q. En esta revision se hablara de la participacion de
los genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), principal-mente de
los genes HLA de clase IlI, de pacientes en quienes se ha hallado mayor
participacion de la susceptibilidad en el desarrollo del asma y de algunas

enfermedades alérgicas 13 .

Recordemos que la regulacion genética de respuesta celular (células T) se debe a
la interaccion entre la molécula HLA, el péptido antigénico y el receptor del linfocito
T (TCR); ademas, esta interaccion esta influida de manera importante por el
extenso polimorfismo de los genes HLA, principalmente los de clase Il 14 .

Por lo tanto, las moléculas HLA representan la unién entre los alergenos del
ambiente y el sistema inmune del individuo. Esta interaccion comienza por la
captura del alergeno a través de la célula presentadora de antigeno, procesada y

presentada por las moléculas HLA clase Il hacia los linfocitos T cooperadores

11



alergeno especificos. La activacion de los linfocitos T cooperadores inducen la
produccion de inmunoglo-bulinas especificas de alergeno del tipo IgE,

principalmente por parte de las células B 15 .

Existe gran controversia en las investigaciones para tratar de encontrar la
participacion de algun gen HLA en la susceptibilidad o proteccién al desarrollo de
asma y con una elevada produccion de IgE. Algunos investigadores encuentran
una fuerte asociacion con cierto marcador HLA; otros, una asociacion muy débil y
otros mas, ninguna. Estos estudios se han realizado en diferentes poblaciones con

diferentes alergenos.

En este aspecto se debe considerar que la frecuencia y la distribucion de genes
del MHC son diferentes para cada poblacion y para cada grupo étnico; estos
grupos a su vez estan expuestos a diferentes alergenos, dependiendo de su
ubicacion geografica. Por estas razones, de existir asociaciones, pueden ser

diferentes segun la poblacion y el alergeno al que esta expuesta.

Ademas, se ha informado que la asociacion depende de la pureza del alergeno, de
su peso molecular, de la cantidad de epitopes expresados, de la exposicion a una
mezcla de alergenos o a uno solo y purificado. Algunos estudios referentes al
asma, a la alergia y su dife-rente grado de asociacion con los genes HLA Es
interesante que en algunos alelos HLA-DRB1*0101, DPB1*0401, DPB1*0501 se

han encontrado de manera restringida o preferente péptidos de Dermatophagoides
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pteronyssinus del grupo | (Der p 1). En la poblacién china se hallo la asociacion

entre el antigeno HLA-DQw2 y reactividad al acaro en nifios asmaticos 16 .

Hay individuos con los alelos HLA-DRB1*01 que pueden desarrollar
sensibililizacion a alergenos o0 a proteinas derivadas de las cucarachas y con
cierto grado de severidad, del asma, sobre todo con el alelo DRB1*0102 en
poblacion afroamericana (RR= 16.4). El alelo DRB1*0101 se ha hallado en una
colonia de Hutterites (poblacion cuyo origen data de los afios 1500 perteneciente a
los alpes Tiroleanos y que se ha mantenido aislado genéticamente de otras grupos

étnicos por mas de 200 afios) y en individuos del sur de Dakota, EE.UU. 14 .

En pacientes caucasicos con aspergilosis broncopul-monar alérgica se encontro
mayor frecuencia de los genes HLA-DR7 y el DR4 18; se hallo asociacion con el
gen HLA-DR2 (alelos DRB1*1503 Y DRB1*1501) y el gen HLA-DR5 (alelo
DRB1*1104) 19 . Estos genes de la region HLA clase Il no solo participan en la

susceptibilidad al desarrollo de asma, sino también en el desarrollo de atopia.

Asi lo mostro un estudio en poblacion caucasica con alergia a algunos alimentos
como las proteinas de manzana y a algunos poélenes del abedul; en estos
pacientes se hallé alta frecuencia de los genes HLA-DR4 y DR7 comparados con
un grupo control. 20 Hay pocos estudios sobre este tema en la poblacion latina.

En algunos informes se sefiala una elevada frecuencia del gen HLA-DQ2 en nifios
brasilefios asmaticos con prueba cutanea y RAST positivos a Dermatophagoides

pteronyssinus (60% en pacientes vs 34% en controles RR=2.8) 15 . También se

13



ha identificado una asociacion entre el haplotipo HLA-DRB1*1101, DQA1*0501,
DQB1*0301 y el asma atopica, que confiere susceptibilidad para desarrollar asma
con hipersensibilidad a Dermatopha-goides pteronyssinus y Dermatophagoides

farinae, con riesgo relativo de 8.2 21 . En Murcia,

Espafia no se encontré ninguna asociacion entre algun alelo HLA y el desarrollo
de asma 22 . No se han publicado estudios en nifios mexicanos que demuestren
la relacion de alguno de los genes del sistema HLA y el asma o la atopia con algun
alergeno en particular, teniendo en cuenta que estas dos entidades tienen alta
prevalencia en nuestra poblacion; ademas, hay mdltiples alergenos a los cuales

son sensibles muchos de estos pacientes.

Por esta razon seria de gran interés buscar inicialmente las frecuencias genéticas
de estos marcadores del sistema HLA y posteriormente establecer si existen
asociaciones con la entidad patologica correspondiente (asma o atopia) e
identificar la poblacion con alto riesgo de ser susceptible para planear nuevas

estrategias de intervencion en su manejo y su control.

14
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