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1 RESUMEN

Se han descrito alrededor de 50 genes HLA. Este complejo genético induce y
regula a la respuesta inmunoldgica y discrimina lo propio de lo extrafio. Incluye
regiones que codifican para los bien conocidos antigenos de superficie HLA-
clase | y -clase Il que presentan antigenos a las células T CD8+ y CD4+,
respectivamente. La region de clase Il, abarca aproximadamente 1,000 KB con
la subregion DP localizada en el extremo centromérico, la DR en el telomérico y
la de DQ en el centro. La subregion DR esta formada por 10 loci, el DRA poco
polimdrfico y 9 loci DRB, del DRB1 al DRBY, de los que sélo los loci DRB1, 3, 4
y 5 se expresan y los demas son pseudogenes. Los genes DR y DQ estan muy
cerca uno del otro, por lo que se encuentran en desequilibrio de enlace; el DP
esta mas alejado de ellos, por lo que el desequilibrio de enlace es débil o no
existe. Los genes clase Il sOlo se expresan en algunas células como las
Células Presentadoras de Antigenos (CPAs) (macré6fagos, monocitos, células
de Langerhans, células dendriticas), en los linfocitos B, Linfocitos T activados,
células epiteliales del timo, células endoteliales y en algunas células tumorales.
Oficialmente, existen descritos 21 antigenos de DR, 9 de DQ y 6 de DP, pero el
micropolimorfismo demuestra que hay por lo menos 450 variantes moleculares.

Por lo cual el objetivo del presente trabajo estd enfocado en el estudio de la
frecuencia de los alelos de la regiéon HLA-DRB1 con el propésito de conocer la
contribucion de estos en la susceptibilidad a la poliposis nasal (NP) simple, no
asociada con sensibilidad al Acido Acetil Salicilico (AAS) y al asma. Se analizé
la participacion de cada alelo, tipificando el locus DRB1 de clase Il, utilizando
dos métodos: PCR y PCR-SSOPs; a 169 testigos y a 38 pacientes.

Los genes clase Il son relevantes en la expresion de la NP simple. DRB1*0301
es un gen de susceptibilidad con una fraccion etiologica (FE)=17.63% y un
razon de momios (RM)=2.737. Un hallazgo relevante es que existe un gen
dentro de este locus, que proporciona resistencia a este padecimiento,
DRB1*1602 con una RM=0.229 y una fraccion preventiva (FP)=8.56%. Por
€S0S motivos, se propone que un sujeto que tenga el alelo DRB1*0301 en su
composicidn genética, tiene susceptibilidad a desarrollar la NP simple, mientras
que si se posee el gen DRB1*1602 tendra proteccién a dicho padecimiento.

Con los resultados de este trabajo y el de los otros trabajos revisados mas
adelante, se demuestra la contribucion genética del gen DRB1 en la NP simple,
lo que ha permitido concluir que este gen participa parcialmente en el
desarrollo de la poliposis nasal, apoyando la hipétesis de que es una
enfermedad poligénica, en la que aun no se conocen todos los genes clase | y
clase Il y otros genes candidatos que participan en el desarrollo de la
enfermedad.



1 INTRODUCCION

La poliposis nasal afecta a los senos paranasales y por extension a las fosas
nasales. Anatobmicamente la piedra angular de esta enfermedad la constituye la
afectacion del etmoides, hueso impar que pertenece a la base del craneo y al
macizo facial. En su evolucién la poliposis afectara a los senos maxilares,
frontales y esfenoidales. La prevalencia de la poliposis nasal es del 2 al 5 % de
la poblacion general. La poliposis suele manifestarse por encima de los 40
afios @, La poliposis nasal es excepcional en los menores de 10 afios,
debiéndose pensar a esta edad en una fibrosis quistica. Puede asociarse o ser
una manifestacion concomitante de otras enfermedades de la nariz, de los
senos paranasales o enfermedades sistémicas. Con mas frecuencia de la
esperada en la poblacién general se asocia al asma ®. Cuando ademaés de
asma existe intolerancia al Acido Acetil Salicilico (AAS) se conoce como triada
de Widal o de Samter, conociéndose actualmente como triada de Widal o
enfermedad de Samter, autor que en los afios 60 retomd la descripcion de
Widal y la estudié clinicamente &%

Respecto a la etiologia de los pdlipos nasales aun existe discusion. Se han
citado sobre todo la alergia, pero también la presencia de hongos saprofitos ©
"y una base genética debido a una discreta agregacion familiar de la poliposis
nasal ® 9, factores adicionales como la contaminacién ambiental, alteraciones
del flujo aerodinamico del aire, disfunciones del sistema nervioso autbnomo,
infecciones, alteraciones ciliares de las células de la mucosa nasal, alteracion
del metabolismo y la homeostasis celular y factores de edema local. Los
conocimientos actuales apoyan la hipétesis de una patogenia multifactorial en
la que los polipos se originan a partir de una base inflamatoria crénica
persistente condicionada por un microambiente local. La base fisiopatoldgica se
encuentra en la inflamacion difusa de la mucosa de las fosas nasales y senos
paranasales. Los polipos nasales contienen una gran cantidad de células
inflamatorias, sobre todo eosindfilos y mastocitos. Estas células, ademas de las
células estructurales, como fibroblastos y células epiteliales, liberan moléculas
que actuan como mediadores inflamatorios. Entre los mediadores inflamatorios
destaca: la histamina, un gran numero de citocinas, quimiocinas, factores de
transcripcion y eicosanoides “% V. La presencia de eosindfilos activados por
muchos de estos mediadores inflamatorios, es una de las caracteristicas mas
destacadas de los pélipos nasales y parece ser la responsable principal de la
inflamacion cronica persistente en la poliposis nasal.

Los sintomas de inicio suelen ser la sensacién de ocupacion nasal y la
hiposmia. A medida que la enfermedad progresa van apareciendo otros
sintomas como una obstruccion respiratoria nasal evidente y un agravamiento
de la hiposmia. Los pacientes suelen presentar desde un principio sintomas
semejantes a los de la rinitis.

En los adultos la asociacién de poliposis intranasal con sensacién subjetiva de
ocupacion de ambas fosas nasales, hiposmia 0 anosmia junto a la visualizacién
de los polipos mediante la exploracion otorrinolaringolégica suelen ser



suficientes para el diagndéstico. Es util realizar una evaluacion estricta de la
alergia para descartar factores agravantes, asi como una tomografia
computarizada (TC) para evaluar la extension sinusal de la enfermedad. El
tratamiento de eleccién en la poliposis nasal son los corticoides, sobre todo el
tratamiento corticoideo intranasal. El uso de corticoides intranasales tras la
cirugia reduce también el numero de recurrencias. En los ultimos afios se ha
discutido intensamente el tratamiento médico corticoideo intranasal y
ocasionalmente, el sistémico como Unico tratamiento. Estudios recientes
hipotetizan que la inflamacién en los polipos nasales puede representar un tipo
de resistencia adquirida al tratamiento con glucocorticoides. Esto ocurre
especialmente en los pacientes afectados de asma con o sin intolerancia al
AAS. Se ha sugerido también un papel importante de la ciclooxigenasa (Cox),
enzima responsable de sintetizar diversas prostaglandinas a partir del acido
araquidénico (AA).

Diferentes publicaciones hacen referencia a la asociacién familiar, destacando
los estudios de ?emelos idénticos que desarrollan polipos a la misma edad aun
sin vivir juntos ®, o en otros casos uno desarrolla pélipos y el otro asma ©.
Segun esta sospecha genética la poliposis nasal es una enfermedad poligénica
en la que hay evidencia de la participacion de los antigenos del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) “% 13,

El MHC en el humano se conoce como Complejo HLA (del inglés: Human
Leucocyte Antigens). Se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca
aproximadamente 4,000 Kb. Se han descrito alrededor de 50 genes HLA. Este
complejo genético induce y regula la respuesta inmunolégica y discrimina lo
propio de lo extrafio ™ . Incluye regiones que codifican para los bien
conocidos antigenos de superficie HLA-clase | y -clase Il que presentan
antigenos a las células T CD8+ y CD4+, respectivamente. Entre las regiones
de clase | y clase Il del MHC del humano esta la regién de clase Ill que incluye
genes para algunos de los componentes del sistema del complemento ¢ 17,
centromérico a la region de clase | hay un grupo de genes que codifican tres
proteinas inflamatorias: factor de necrosis tumoral (TNF)-a, linfotoxina o (LTA)
y linfotoxina p (LTB) &2V,

Las moléculas MHC clase | son glicoproteinas de membrana presentes en casi
todas las células nucleadas. Estan formadas por una glicoproteina de 45 KDa
llamada cadena pesada o o unida no covalentemente a la B,-microglobulina
(B2-m), que es la cadena ligera de 12 KDa. La cadena o tiene 3 dominios: a-1,
a-2 y a-3, una region transmembranal TM y una region citoplasmica CY. La
region de unién al péptido se encuentra en los dominios a-1 y a-2, que forman
la porcién superior de la molécula clase I, donde radica todo el polimorfismo. El
dominio a-3 y la B,-m forman parte de la porcion extracelular de la molécula y
tienen una estructura muy similar a la de la regién constante de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas. Son miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, cuyos genes evolucionaron del mismo gen ancestral, al igual
que los genes clase I, los del receptor de las células T (TCR), los de las
moléculas CD2, CD3, CD4, CD8 Yy el gen de la molécula de adhesién neural (N-
CAM). Los dominios de union al péptido no pertenecen a esta familia, pero su
estructura secundaria tiene homologia con la HSP-70 4 19,



La regién de clase | esta formada por 17 genes, de los cuales sélo se
transcriben 6 productos, los demas son pseudogenes. Codifica para los
antigenos clasicos HLA-A, -B y -C, que se llaman asi por el papel central que
juegan en la unién y presentacion de péptidos a las células T CD8+, son muy
polimorficos y se encuentran ampliamente distribuidos sobre las membranas de
todas las células nucleadas, con excepcion de los eritrocitos y los
espermatozoides. Su densidad es particularmente elevada en los linfocitos T y
B. Existen otros genes clase | no clasicos que gobiernan la sintesis de
antigenos de diferenciacion: la molécula HLA-G se expresa sobre membranas
del trofoblasto y en la interfase materno-fetal. Las HLA-E y -F son
intracelulares. Los genes clase | no clasicos difieren de los clasicos en que no
son polimérficos y se expresan en el periodo embrionario interviniendo en la
maduracion y en el mantenimiento intrauterino del feto. Los gene HLA-X y -H
se transcriben pero no son funcionales * .

La cristalografia de las moléculas clase | permitié un mejor entendimiento de su
funcién 2. Inmediatamente se reconocié la importancia del sitio de unién al
péptido, localizado en los dominios a-1 y a-2, asi como su significado en la
interaccion con el TCR. Los péptidos que se unen a las moléculas clase | se
generan por degradacion del antigeno en el citosol de la célula presentadora de
antigeno (CPA) por la via proteolitica, mediada por los proteasomas. Estos son
complejos protéicos multicatenarios que contienen 15 a 20 subunidades. Hay
dos subgrupos de proteasomas, denominados LMP1 y LMP7, codificados en la
region de clase Il y cuya funcion es generar péptidos de un tamafio y
especificidad adecuados para asociarse con las moléculas clase |. Estos
péptidos son transportados al reticulo endoplasmico, mediante transportadores
de péptidos antigénicos (TAP), que son heterodimeros codificados por los
genes TAP1l y TAP2, también ubicados en clase Il. Dentro del reticulo
endoplasmico, los TAP se asocian con la cadena o de la molécula clase | que
ya se encuentra unida a la B2m ©®. Se requiere de la molécula completa para

unir al péptido y para darle estabilidad. La asociacion se lleva a cabo por una
proteina residente en el reticulo endoplasmico llamada calnexina, que se
disocia una vez que el complejo se ha formado. En este momento se une a
TAP y recibe al péptido para formar el complejo clase I-péptido que se exporta
eficientemente a la superficie de las células. La molécula clase | que no se
carga con un péptido se dirige a un subcompartimiento del reticulo
endoplasmico para su degradaciéon. La mayoria de los péptidos que se unen a
clase | derivan de las proteinas endogenas y son de 8 a 10 residuos de
aminoacidos. Los extremos amino y carboxilo del péptido se insertan dentro del
nicho formado por los dominios polimérficos. Una vez que se forma el complejo
clase |-péptido, es presentado al TCR del precursor de los linfocitos T
citotoxicos (CTLs) que inducen la expresion del receptor de IL-2 del linfocito T
para su proliferacion y diferenciacion hacia CTLs maduros, que matan
selectivamente a las células que expresan el complejo clase I-péptido ?¥. En la
figura 1 se esquematiza el proceso de la expresion de complejos péptido-
molécula de clase | 9.



Figura 1. Expresion del complejo péptido-moléculas del MHC clase | sobre la superficie de linfocitos T.
Tomado de http://med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

Ademas de una via citosdlica, hay evidencias de la existencia de vias no
citosolicas para la presentacion de antigenos exdégenos por moléculas MHC
clase | en los macréfagos. La presentacion de ovalbumina asociada a bacterias
(en forma de una proteina de fusion) por clase | no es inhibida por brefeldina A,
sugiriendo una via no citosélica. Otro ejemplo es la presentacion por clase | de
antigenos virales asociados con detritos celulares. La presentacion de estos
antigenos no se inhibe ni por brefeldina, ni por una mutaciébn en el
transportador TAP. Se piensa que en estos casos los péptidos son generados
por protedlisis en el compartimiento endocitico. Sin embargo, no esta
completamente resuelto si estos péptidos se unen a las moléculas clase | y
puede estar operando mas de un mecanismo. También se ha sugerido que los
péptidos pueden unirse a clase | dentro de vesiculas, ya que el de ovalbumina
(SIINFEKL) es presentado por clase | cuando es conducido a los fagosomas
sobre un soporte inerte. Tales datos implican que las moléculas clase | viajan
dentro de compartimientos vesiculares “°.

En general, las moléculas clase | no se encuentran en las vesiculas endociticas
de la mayoria de las células, pero pueden entrar a este compartimiento en los
fagocitos por diferentes vias. Algunos estudios indican que las moléculas de la
superficie celular entran en los fagosomas y son internalizadas de la membrana
plasmatica durante la fagocitosis y sugieren que las moléculas clase | recién
sintetizadas también pueden ser transportadas a esas vesiculas. Ademas, en
los macrofagos pueden reciclarse constitutivamente entre la superficie celular y
el compartimiento endocitico. La endocitosis de clase | ocurre también en las
células T y esto debe considerarse para algunos ejemplos de presentacion de



antigenos exodgenos. Finalmente, la cadena invariable, cominmente usada en
el transporte de clase Il, puede asociarse con algunas moléculas clase | recién
sintetizadas y dirigir su transporte dentro de las vesiculas endociticas. En todos
estos casos, la mayoria de las moléculas clase | que entran en el
compartimiento endocitico probablemente ya estan ocupadas con péptidos. No
obstante, es posible que haya suficiente numero de moléculas clase | vacias
para unir péptidos o que el bajo pH en las vesiculas pueda disociarlos y
generar moléculas vacias #°.

Los estudios iniciales que demostraron que los fagocitos podian presentar
antigenos exdgenos sobre moléculas clase | se llevaron a cabo in vitro y la
pregunta clave fue si esta via podia operar bajo condiciones fisiolégicas. La
relevancia de la via in vivo se demostré con la inyeccion de ovalbumina soluble
en ratones que resultaba en su presentacion por macréfagos sobre moléculas
clase I. También se encontr6 que los mismos antigenos particulados
presentados por fagocitos in vitro estimulan respuestas de CTLs cuando se
inyectan in vivo. Sin embargo, no hay datos que indiquen cual de estas vias
opera in vivo, pero la via citosOlica puede tener una ventaja sobre los
mecanismos que requieren union de péptidos a moléculas clase | vacias sobre
la superficie o en las vesiculas endociticas. Un papel importante de esta via
exdgena podria ser proporcionar vigilancia para patégenos que sobreviven en
los fagosomas. Esto permitiria a los CTLs destruir las células cronicamente
infectadas y por lo tanto purgar al hospedero de los patdgenos intracelulares.
Ademas, las células T CD8+ secretan citocinas como el interferon, que
estimulan a los macréfagos para matar a los microbios. En apoyo a este
concepto, se demostr6 que las respuestas de CTLs generadas contra
patébgenos vacuolares como Mycobacterium, Plasmodium y Leishmania
confieren proteccién #°.

La region HLA-D ahora se conoce como region de clase 1l y abarca
aproximadamente 1,000 KB con la subregion DP localizada en el extremo
centromérico, la DR en el telomérico y la de DQ en el centro. La subregion DR
esta formada por 10 loci, El DRA poco polimorfico y 9 loci DRB, del DRB1 al
DRB9, de los que solo los loci DRB1, 3, 4 y 5 se expresan y los demas son
pseudogenes®”. En la figura 2 se esquematiza el mapa del complejo HLA ©®).
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Figura 2. Mapa del complejo HLA. Tomado de
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/ BiologyPages/H/HLA _loci.gif.

Las moléculas clase Il son codificadas por dos genes, uno para la cadena o y
el otro para la cadena B y el producto de ambos genes forman una
glicoproteina heterodimérica que se encuentra unida a la membrana
plasmatica. La cadena a, 0 pesada, tiene 33-35 KDa y la cadena 3, o ligera, es
de 27-29 KDa y se encuentran unidas en forma no covalente. La cadena o
tiene dos dominios a-1 y a-2, una region transmembranal (TM) y una region
citoplasmatica (CY). La cadena 3 estd compuesta por los dominios -1y B-2, la
region TM y la CY. El péptido se une a los dominios a-1 y B-1, que se
encuentran en la porcion mas externa de la molécula clase Il, formando el
nicho de unién del péptido. La mayor parte del polimorfismo se encuentra en el
dominio B-1 de las moléculas clase Il, aunque en DQ hay cierta variabilidad en
el dominio a-1 y mucho menos en DPa. Los dominios a-2 y B-2 tienen una
estructura bastante similar a la de las inmunoglobulinas y pertenecen a esta
superfamilia. Existe una cadena invariable (li) de 33 KDa, que es el tercer
componente de los antigenos clase Il y el gen que la codifica esta localizado en
el cromosoma 5 %9,

Los genes DR y DQ estan muy cerca uno del otro, por lo que se encuentran en
desequilibrio de enlace; el DP esta mas alejado de ellos, por lo que el
desequilibrio de enlace es débil o no existe. Los genes clase Il sélo se
expresan en algunas células como las CPAs (macréfagos, monocitos, células
de Langerhans, células dendriticas), en los linfocitos B, Linfocitos T activados,
células epiteliales del timo, células endoteliales y en algunas células tumorales
@4 La variabilidad de los genes clase Il es verdaderamente extraordinaria.
Oficialmente, existen descritos 21 antigenos de DR, 9 de DQ y 6 de DP, pero el

micropolimorfismo demuestra que hay por lo menos 450 variantes moleculares
(30)



Las moléculas clase II, cuya cristalografia se dio a conocer en 1993 Y, unen
péptidos generados por la degradacion de proteinas por la via endocitica,
internalizando antigenos de la superficie a los endosomas primarios. De ahi,
pasa a los endosomas secundarios y finalmente a los fagolisosomas. La
catepsina A y B de los lisosomas son las proteasas generadoras de péptidos.
El complejo clase ll-péptido se forma en el compartimiento prelisosomal, en
donde se acumulan las moléculas clase Il recién sintetizadas. Las cadenas a y
B se ensamblan en el reticulo endoplasmico ayudadas por la calnexina y se
asocian inmediatamente con la cadena invariante (li), la que evita que el sitio
de union al péptido se ocupe. Este sitio tiene una considerable variacion alélica
y acomoda péptidos de 13-25 residuos de aminoéacidos ©?. Tres heterodimeros
clase Il forman un complejo nonamérico con la cadena li trimérica, dirigiéndose
asi a la via endocitica. La mayoria de las cadenas |li son removidas por
protedlisis, dependiente de actividades de catepsina B y D, antes de que las
moléculas clase Il se acumulen en los compartimientos pre-lisosdmicos ricos
en clase Il. Las moléculas HLA-DM, que también se acumulan en los
compartimientos ricos en clase ll, catalizan la remocién dependiente de pH bajo
del péptido llamado CLIP (del inglés: CLass Il associated Invariant Peptide),
qgue cubre el sitio de unién a péptidos de clase Il y que se deriva del corte de la
cadena li. EI CLIP mantiene a las moléculas clase Il en una conformacion
relativamente inestable, por lo cual no es receptiva para los péptidos
antigénicos. El CLIP es eliminado por HLA-DM quien aumenta la union a clase
Il de otros péptidos generados en la via endocitica, que pueden inducir el
movimiento de las moléculas clase Il a una conformacion altamente estable. El
mecanismo por el cual las moléculas clase Il son liberadas del compartimiento
pre-lisosémico para la expresion en la superficie no estd completamente claro.
La microscopia electrénica sugiere que, en algunos casos, el compartimiento
que lleva a las moléculas clase Il puede fusionarse a la superficie celular,
dejando a las moléculas ocupadas por péptidos ?* 33,

Por costumbre, el MHC es dividido en tres regiones contiguas que permiten la
localizacion de genes que comparten caracteristicas. En el cromosoma 6p mas
centromérica estd la regiébn de clase Il, que contiene los 17 genes y
pseudogenes HLA conocidos ?”. Enseguida se encuentra la regién de clase Il
qgue codifica algunos de los componentes del sistema del complemento. Hacia
la parte telomérica de la region de clase lll esta la regién de clase I, que
codifica mas de 18 genes y pseudogenes. Recientemente, varios genes
involucrados en la inflamacion se han identificado en la parte central del MHC,
en el extremo telomérico de la region de clase lll. Este grupo de genes puede
jugar un papel importante en varios aspectos de tension, inflamacién o
infeccién. Se ha sugerido que a esta regién se le llame regién de clase IV 9,
dentro de la que encontramos a los genes de la familia del TNF (TNF-a, LTA'y
LTB), asi como a los genes B144 (D6S49E), 1C7 (D6S2570E), AIL-1, IkB-like
(NFKBIL1) y SKI2W, colocados en el extremo telomérico de la region de clase
11l ®9 muy cerca de los genes clase | mas centroméricos. En la figura 3 se
esquematiza la localizacion y organizacion del MHC, en el brazo corto del
cromosa 6 humano ¢,



Figura 3. Localizacion y organizacion del MHC clase Il, en el brazo corto del
cromosoma 6 humano. Tomado de Llanos y cols, 2005 ©®.

2 FUNDAMENTACION TEORICA

La poliposis nasal es aparentemente una enfermedad poligénica, en la que se
desconoce cuales podrian ser los genes candidatos que participan en el
desarrollo de la enfermedad. Los estudios de la contribucion del HLA en la
poliposis nasal muestran segregacion familiar en gemelos idénticos, en los que
se observa el desarrollo de pélipos a la misma edad aun sin vivir juntos ® o la
aparicion de pdlipos en uno y de asma en el otro ©. La evidencia de la
participacion de los genes del HLA clase Il .proviene también de estudios de
casos Yy controles en los que se ha encontrado una asociacion significativa con
el haplotipo HLA-DR7-DQA1*0201-DQB1*0202, en pacientes con poliposis
nasal, asma e intolerancia al Acido Acetil Salicilico (AAS) “?. Sin embargo, no
se encontrd asociacion con la poliposis nasal simple o con la poliposis nasal y
asma. Se ha descrito también asociacion de los genes HLA clase | con
poliposis nasal, particularmente del HLA-A1-B8 con intolerancia al AAS y HLA-
A74 con poliposis nasal simple 7.

Por otro lado, se ha demostrado la expresién de moléculas HLA-DR e ICAM-1
en las células epiteliales de individuos con poliposis nasal, lo que sugiere la
participacion de las moléculas HLA clase Il en la respuesta a probables
antig?lr;?s gue desencadenan una inflamacion cronica de la vias respiratorias
altas ™.



1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La frecuencia del alelo de la region HLA-DRB1 estara incrementada en los
pacientes con poliposis nasal?

2 JUSTIFICACION

La poliposis nasal es una enfermedad frecuente en las afecciones
otorrinolaringologicas, que se presenta a menudo asociada a otros
padecimientos, como el asma, la intolerancia al AAS, o ambas. Sin embargo,
los casos en los cuales se presenta la poliposis nasal simple son mas escasos.
Por otro lado, aparentemente es una enfermedad poligénica y se desconoce
cuales pueden ser los genes candidatos que estan participando en el desarrollo
de la misma. Los estudios del HLA sugieren una asociacion, tanto de los genes
de clase I, como de los de clase Il con la poliposis nasal con intolerancia al
AAS. No obstante, la presencia de moléculas DR en las células epiteliales
indica que las moléculas de clase Il son las que estan directamente
involucradas en los mecanismos de respuesta inmunolégica que se estan
llevando a cabo en el epitelio nasal, por lo cual podria suponerse que las
asociaciones descritas con los haplotipos HLA clase | pudieran ser efecto del
desequilibrio de ligamiento con los alelos de clase Il, mas que con los de clase
I. Ademas, no se ha encontrado una asociacién con la poliposis nasal simple,
probablemente debido al limitado nimero de pacientes incluido en los estudios
anteriormente descritos, ya que los pacientes con poliposis nasal, asma e
intolerancia al AAS son mas frecuentes y constituyen un ndmero mas
representativo de los mismos. Por estas razones, seria importante determinar
si existe una asociacion de la poliposis nasal simple y alguno de los alelos de
los genes del HLA-clase Il en pacientes mexicanos, particularmente con el gen
DRBL1.



1 OBJETIVO
Evaluar la existencia de susceptibilidad genética para desarrollar poliposis

nasal asociada al incremento de algun alelo del gen HLA-DRB1 en pacientes
con poliposis nasal simple.



1 HIPOTESIS
Si el gen HLA-DRBL1 esta participando en el desarrollo de la poliposis nasal

simple, entonces se esperaria que la frecuencia de algun alelo DRB1 estuviera
incrementada en el grupo de pacientes.



1 MATERIALES Y METODOS

1.1.1 Pacientes con poliposis nasal

Se incluyeron 38 individuos con poliposis nasal simple, diagnosticados en el
Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”

1.1.2 Testigos

Se incluyeron 169 sujetos aparentemente sanos, mestizos mexicanos del
altiplano de México, ya que son una muestra representativa de la poblacion
mexicana general.

1.1.3 Extraccion de DNA

Se tomaron de cada sujeto, 20 ml de sangre periférica, con EDTA como
anticoagulante. Se obtuvo el paquete de leucocitos por centrifugacion a 1,600
xg a 4°C, durante 15 min. Los eritrocitos se eliminaron con dos o tres lavados
de 5 mM de MgCl,, centrifugando cada vez a 1,600 xg a 4°C durante 15 min,
hasta la obtencion del paquete de leucocitos libre de eritrocitos. El paquete se
traté con: 50 mM NaCl; 10 mM EDTA, pH 8.0; 10 mM Tris-HCI, pH 7.6; 0.2%
SDS; 300 pg/ml proteinasa K y se incubo durante 12 h a 53°C®®).

El DNA se extrajo dos veces con fenol equilibrado (v/v), dos con
fenol/cloroformo /alcohol isoamilico (24:1) (v/v) y dos con cloroformo alcohol
isoamilico (24:1) (v/v). En cada extraccion se agitdé suavemente la mezcla hasta
su homogeneizacién y se centrifugo durante 15 min a 4°C. El DNA se precipitd
con 100 mM final de NaCl y un volumen de isopropanol. Una vez precipitado,
se lavé con etanol al 70%, se dejé secar y se resuspendié en 500 ul de TE (10
mM Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0).

1.2 TIPIFICACION DE LOS ALELOS DRB1 55

1.2.1 Cuantificacion del DNA

El DNA extraido de cada sujeto se diluyd 1:100 y se ley6 a 240 nm, 260 nm y
280 nm. La concentracién del DNA se calcul6 tomando la lectura a 260 nm X la
dilucion X 50 (coeficiente de extincibn molar del DNA). La pureza se verificd
haciendo las relaciones de las lecturas a 260/240 y 260/280, que deben estar
entre 1.7 y 2.0 9.

1.2.2 Amplificacion del DNA

Para cada individuo se amplifico el segundo exén del locus DRB1 para los
diferentes subgrupos: DRB1-DR1, DRB1-DR2, DRB1-DR3, DRB1-DR4, DRB1-
DR5, DRB1-DR6, DRB1-DR7, DRB1-DR8, DRB1-DR9, DRB1-DR10 ©®° 49,

Los iniciadores utilizados para las diferentes amplificaciones son los disefiados
por el Xll Taller Internacional de Histocompatibilidad y del trabajo de Olerup y
Zetterquist y se enlistan en los cuadros 1 y 2. Las muestras se amplificaron en
un termociclador Hybaid Express, usando 30 ciclos. Las condiciones para cada
loci se describen en el cuadro 3.



1.2.3 Verificacion de la amplificacion

Se tomaron 10 ul del producto de cada amplificacion y se les afadio 5 ul de
colorante para corrimiento (1mL glicerol al 100%; 1mL rojo de cresol en agua
destilada). Las muestras se corrieron en geles de agarosa al 2% (59 de
agarosa, 250mL de TAE 1X) con TAE y 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, durante
60 min a 90 voltios. El gel se observo con luz UV (312 nm) y se fotodocumento
para su registro.

1.3 TIPIFICACION CON OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS POR EL
METODO DE SONDAS ESPECIFICAS DE SECUENCIA (SSOPs)

1.3.1 Sembrado de las muestras

Previamente en un formato de dot-blot, se determino la localizacion de cada
muestra en cada membrana. En cajas de polipropileno con formato de 96
pozos, se colocaron 400ul de H,O estéril en cada pozo; enseguida se agrego
en cada pozo 40 ul de cada una de las muestras positivas de los alelos a
tipificar por este método. Esto es para preparar 4 membranas en formato de
dot-bolt. Se cortaron membranas de nylon positivamente cargadas de 12 cm X
8 cm, las cuales se marcaron con ayuda de un lapiz de grafito. Para aplicar las
muestras se utilizo un aparato de dot-blot (Bio-Rad). Previamente, se
permearon las membranas con SSPE 10X. EI DNA de las membranas se
desnaturalizo con 0.4 M NaOH durante 10 min y se neutralizo con 10X SSPE
durante 10 min. EI DNA se fijo a la membrana durante 2 min. con luz UV (312
nm).

1.3.2 Marcaje de los SSOs

Se colocaron 100 pmoles de cada SSOP en tubos de 1.5 ml, se afiadid 1 nmol
de ddUTP-digoxigenina, 5 mM cloruro de cobalto, amortiguador para
desoxitransferasa terminal (TdT), 37 U de TdT (Boehringer) y agua destilada
para un volumen final de 20 pl. El SSOP marcado se llevara a un volumen de
100 ul de TE (1pmol/ml). En el cuadro 4 se muestran las sondas que se
emplearon para la tipificacion ¢* 29,

1.3.3 Prehibridaciéon e hibridacion de las membranas

Cada membrana se coloco en un tubo de polipropileno de 15 ml, se afiadieron
5 ml de la mezcla de prehibridacién y se incubaron durante 14 h a 42°C. Se
afladieron 20 picomoles del SSOP marcado con ddUTP-digoxigenina. Las
membranas se incubaron durante 14 h a 42°C.



CUADRO 1. INICIADORES PARA LA IMPLIFICACION DE LOS ALELOS HLA-DRB1

TAMANO DE LA

NOMBRE INICIADORES ALELOS NN
R1.1 R501  R315  DRB1*0101, *0102, *0104 196 bp
R1.2 R501  R310  DRB1*0103 197 bp
R2/15 R502  R30L  DRBI*501, *1502, *1503 (Falta *1504) 197 bp
/16 5o RE0p 3%23601, 1602, *1603, *1605, *1606 (Falta ;5
s n503 R30S %Zgi;())son, 030270303 (Falta 0304y oy
R3/17 R506  R3048  DRB1*03011, *03012 217 bp
R3/18 R503  R3047 aigéfgfgféfif%é%o& "1402,71403, 459
R4 R504  R304  DRBI*0401-*0417 y *1410 (*0418, *04197) 263 bp
R7 R507  R3079  DRB1*0701 189 bp
R8.1 R508  R3'045  DRBI1*0801, *0803, *0805, *0806, *0810 161 bp
R8.2 R508  R318  DRBI1*0802, *0804, *0809 163 bp
Re.3 RS'08  RI047  Lguoeo gt 0607 0806, 0800, sog11 250 B9
R9 R509  R3091  DRB1*09011, *09012 200 bp
R10 R510  R3047  DRB1*1001 204 bp
R5/11 R505  R306  DRB1*1101-*1113 176 bp
R5/12.1 R508  R308  DRB1*1201, *1202 (Falta *1203) 248 bp
R5/12.2 R508  R302  DRB1*1201, *1202 (Falta *1203) 314 bp
R6/13.1 R503  R310  DRB1*1301, *1302 130 bp
R6/13.2 R505  R3045  DRB1*1303, *1304, *1312, *1413 171 bp
R6/13.3 R503  R3'17  DRB1*1305, *1307, *1109 130 bp
R6/1411  R505  R311  DRBL*1401, *1405, *1407, *1408, *1414 224 bp
R6/1412  R508  R311  DRB1*1404, *1411 215 bp
ReM42 RSO3 R312 o i ianh sarh sary 140D
R6/14.3 R503  R305  DRB1*1403, *1412 152 bp
RI14.4 R504  R319  DRB1*1410 172 bp

Tomado del XII Taller Internacional de Histocompatibilidad y de Olerup y Zetterquis

t (41)



CUADRO 2. SECUENCIAS DE LOS INICIADORES SECUENCIA ESPECIFICOS DE

DRB1
INICIADOR SECUENCIA
R5'01 5-TTG TGG CAG CTT AAG TTT GAAT-3'
R5'02 5-TCC TGT GGC AGC CTA AGA G-3'
R5'03 5-TAC TTC CAT AAC CAG GAG GAG A-3'
R5'04 5-GTT TCT TGG AGC AGG TTA AAC A-3'
R5'05 5-GTT TCT TGG AGT ACT CTA CGT C-3'
R5'06 5'-GAC GGA GCG GGT GCG GTA-3'
R5'07 5'-CCT GTG GCA GGG TAA GTATA-3'
R5'08 5-AGT ACT CTA CGG GTG AGT GTT-3'
R5'09 5-GTT TCT TGA AGC AGG ATA AGT TT-3'
R5'10 5-CGG TTG CTG GAA AGA CGC G-3
R511 5-CGG GTG CGG TTC CTG GAG-3’
R3'01 5'-CCG CGC CTG CTC CAG GAT-3'
R3'02 5-AGG TGT CCA CCG CGG CG-3
R3'03 5-TGC AGT AGT TGT CCA CCC G-3
R3'04 5'-CCG CTG CAC TGT GAA GCT CT-3'
R3'05 5'-CTG CAG TAG GTG TCC ACC AG-3'
R3'06 5-CTG GCT GTT CCAGTACTC CT-3'
R3'079 5'-CCC GTAGTT GTG TCT GCA CAC-3'
R3'08 5'-CAC TGT GAA GCT CTC CAC AG-3'
R3'091 5'-CCG CCT CCG CTC CAG GAA-3'
R3'10 5-CCC GCT CGT CTT CCAGGAT-3
R3'11 5-TCT GCA ATA GGT GTC CAC CT-3'
R3'12 5'-TCC ACC GCG GCC CGC C-3'
R3'15 5'-CCG CCT CTG CTC CAG GAG-3'
R3'17 5-CCC GCC TGT CTT CCA GGA A-3'
R3'18 5-GCT GTT CCA GTA CTC GGC AT-3'
R3'19 5-CTG TTC CAG TGC TCC GCA G-3'
R3'20 5-CT GTT CCA GGA CTC GGC GA-3
R321 5-AC CTC GGC CCG CCT CCG-3
R3'22 5-AC CGC GGC CCG CCT CTG-3
R3'23 5-TCTG GCT GTT CCAGTACTC G-3
R3'041-1 5-GTC CAC CGC GGC CCG CTT C-3
R3'042 5-CGC GGC CCG CTC GTC T-3'
R3'043 5-TGC AGT AGG TGT CCA CCT-3'
R3'044 5-CTG CAG TAG GTG TCC ACC G-3'
R3'045 5-TGT TCC AGT ACT CGG CGC T-3'
R3'046 5'-CGC TGT CGA AGC GCA CGG-3'
R3'047 5-CTG CAC TGT GAA GCT CTC AC-3'
R3'048 5'-CTG CAC TGT GAA GCT CTC CA-3'
R3'0412 5-GTC CAC CGC GGC CCG CCT G-3'
R3'0416 5-CTG GCT GTT CCAGTACTG-3

Tomado del XII Taller Internacional de Histocompatibilidad y de Olerup y Zetterquist “*".



CUADRO 3. CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN DRB1

INICIADOR Desnaturalizaciéon Alineacién Extensién MgCl, Final
R5'01 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 Mm
R5'02 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 Mm
R5'03 96°C/ 1 min 64°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 Mm
R5'04 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'05 96°C/ 1 min 64°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'06 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'07 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R5'08 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'09 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'10 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R5'11 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'01 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'02 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'03 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'04 96°C/ 1 min 64°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'05 96°C/ 1 min 64°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'06 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'079 96°C/ 1 min 66°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'08 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'091 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'10 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'11 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'12 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'15 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'17 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'18 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'19 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'20 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'21 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'22 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'23 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'041-1 96°C/ 1 min 68°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'042 96°C/ 1 min 58°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'043 96°C/ 1 min 56°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'044 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'045 96°C/ 1 min 60°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'046 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5mM
R3'047 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'048 96°C/ 1 min 62°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'0412 96°C/ 1 min 70°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
R3'0416 96°C/ 1 min 56°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM

Tomado del XII Taller Internacional de Histocompatibilidad y de Olerup y Zetterquis

t (41)



1.4 SONDAS RECOMENDADAS POR EL XII TALLER INTERNACIONAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PARA LA TIPIFICACION DE LOS GENES
CLASE II (24),

CUADRO 4. SONDAS PARA LA TIPIFICACION DEL GEN DRB1-DR1

No. de Sonda Tm°cC Alelo(s)

5701 58 *0101,0102,0103,0104
7001 64 *101,0102,0104

7007 56 *0103

7032W 56 *0401

8601 58 *0101,0103

8602 58 *0102

8603 58 *0104

CUADRO 5. SONDAS PARA LA TIPIFICACION DEL GEN DRB1-DR2

No. de sonda Tm°C  Alelo (s)

2817 56 *1503

3702 58 *1501, 15021, 15022, 1503, 1504, 1505,*1601, 1602,
1603, 1604, 1605, 1606

4701W 66 *1601, 1602 ,1603 ,1604 ,1605, 1606

4702W 66 *1501, 15021, 15022, 1503, 1504, 1505

5701w 58 *15022

5706 58 *1501, 15021, 1503, 1504, 1505, 1601, *1602, 1603,
1604, 1605, 1606

7002 56 *1601, 1603, 1604

7003 58 *1602

7010W 58 *1605

7011 60 *1501, 15021, 15022, 1503

7013W 66 *1603, 1606

7014W 66 *1601, 1602, 1605

7019W 56 *1504, 1601, 1603, 1604

7030 62 *1604

7037W 60 *1504

8603 58 *1501, 1503, 1504, 1505




CUADRO 6. SONDAS PARA LA TIPIFICACION DEL GEN DRB1-DR4 GR

No. de sonda Tm°C  Alelo (s)

3704 54 *0401, 0405, 0407, 0408, 0409, 0414, 0416, 0417
3715 56 *0419, 0420, 0421

5701 58 *0401, 0407, 0408, 0414, 0419, 0420, 0421

5702 60 *0405, 0409, 0417

5703 56 *1122

5704 62 -

5710W 58 *0416

7001 62 *0405,0407,0408,0417,0419,0420

7005 64 *0401,0409,0416,0421

7006 64 *0407,0417,0420

7007 56 *0414

7009 66 -

7010W 58 -

7012 66 *0405,0408,0419

8601 &6 *0401,0405,0407,0408,0409,0414,0416,0417,0419,

0420, 04021, 1122
8603 56 -

CUADRO 7. SONDAS PARA LA TIPIFICACION DEL GEN DRB1-DR4 VR

No. de sonda Tm°C  Alelo (s)
*0402, 0403, 0404, 0406, 0410, 0411, 0412, 0413,
3407 54 0415, 0416
3715 56 *0406
5701 58 *0402, 0403, 0404, 0406, 0413, 0416, 0422
5702 60 *0410, 0411,0 412
5703 56 *0415
5704 62 *1410
5710W 58 -
7001 62 *0403, 0404, 0406, 0410, 0411
7002 56 *0415
7005 64 *0413, 0422
7007 56 *0402
7009 66 *1410
7010W 58 *0412, 0418
7012 66 *0404, 0410
8601 56 -
8603 56 *0402, 0403, 0404, 0406, 0410, 0411, 0412, 0413,

0415, 0418, 0422, 1410




CUADRO 8. SONDAS PARA LA TIPIFICACION DE LOS ALELOS DRB1 ASOCIADOS

AL DR52 GR
No de sonda Tm°C  Alelo (s)
*0302, 01011, 11012, 11081, 11082, 1109, 1110, 1111,
1003 58 1112, 11302, 1303, 1305, 1307, 1312, 1313, 1402
1403, 1407, 1409, 1413, 1414
2809W 56 *0302, 1402, 1413
3703 58 *0302, 1302, 1109, 1305, 1402, 1403, 1409, 1413

*1101, 1105, 1108, 1111, 0801, 08021, 08022, 08032,

3713 58 0805, 0807, 0808, 08011, 1303, 1307, 1312, 1313
6701 o %0302, 08021, 08022, 0809, 1302, 1305, 1307, 1402
1403, 1409, 1414

5702 60 %0801, 0803, 0805, 1303, 1312, 1313, 1413

5703 60 *1101,1105,1108,1109,1110,1111,1112

2002 e *0801, 0802, 0805, 0807, 0809, 0811, 1101, 1105
1109, 1110, 1112, 1305, 1307

7003 58 *11081,11082,1403

7004 60 %0302

7007 56 *1302

7010W 58 *08031, 08032, 1312, 1313

7012 66 %1402, 1409, 1413

7013 64 *1303

016 o *11011, 11012, 1105, 11081, 11082, 1109, 1110, 1112
1305, 1307, 1312, 1313

7018 56 *1302, 1303, 1312, 1313, 08031, 08032

CUADRO 9. SONDAS EMPLEADAS EN LA TIPIFICACION DE LOS ALELOS DRB1
ASOCIADOS AL DR52 VR

No. de Sonda Tm°C  Alelo (s)

1005W 56 *0804, 0806, 0810, 1201, 1202, 1203, 1404, 1411
1415

2807 56 *03011, 03012, 0304

2809 56 *0303, 1406, 1412

3702W 58 *0304

3705W 62 *1201, 1202, 1203

3712 60 *1113, 1308, 1401, 1404, 1405, 1408, 1411, 1415
1416

5702 60 *0806, 0810, 1304

5703 60 *1102, 1103, 1104, 1106, 1107, 1113, 1411

5704 62 *1401, 1404, 1416

7007 56 *1102, 1301, 1304, 1308, 1416

7010 58 *0810, 1201, 1203, 1306

7012 66 *1406, 1417

7016 62 *11041, 11042, 1106, 1203, 1306, 1311, 0805

7032 54 *03012

8602 58 *1106, 1201, 1202




CUADRO 10. SONDAS UTILIZADAS EN LA TIPIFICACION DE ALELOS DRB1-DR8
ASOCIADOS AL DR52 GR

No. de sonda Tm°C  Alelo (s)
3713 54 *0802
5701 60 *0802, 0809
5702 60 *0801, 0803, 0805
5704 62 *0808, 1407
7002 60 *0801, 0802, 0805, 0807, 0808, 0809, 0811
7010 58 *0803
*1101, 1105, 1108, 1110, 1112, 1305, 1307, 1312,
7016 58 13130805

1.4.1 Quimioluminiscencia

Las membranas se lavaron dos veces con 2X SSPE, 1% SDS a temperatura
ambiente durante 10 min, dos veces a la Tm de cada SSOP [Tm= 2 (A+T)+4
(G+C)] con 6X SSPE, 1% SDS durante 15 min. Posteriormente se lavaron con
AMORTIGUADOR 1 (100 mM Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM NacCl; 0.3% Tween 20)
dos veces durante 5 min a temperatura ambiente. Se incubaron con reactivo
bloqueador (Roche) (AMORTIGUADOR 2) durante 30 min a temperatura
ambiente. Después se incubaron con Fab anti-digoxigenina (Roche) 1:10,000
en AMORTIGUADOR 2 durante 60 min a temperatura ambiente, se lavaron dos
veces durante 5 min a temperatura ambiente con amortiguador 1, se incubaron
5 min a temperatura ambiente con AMORTIGUADOR 3 (100 mMTris-HCI, pH
9.5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCly). Finalmente se incubaron 5 min a
temperatura ambiente con CSPD (Roche) diluido 1:500 en amortiguador 3. Se
elimino el exceso de CSPD de las membranas y se colocaron en bolsas de
plastico transparente, se sellaron con calor, se incubaron a 37°C durante 15
min y se expusieron a placas de rayos X durante 15 min en un cuarto obscuro.
Se llevaron a cabo varias exposiciones E)ara el analisis correcto de los
resultados (5 min, 10, min, 15 min, 20 min) ©®.

1.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las Frecuencias Alélicas (FA) por conteo directo para obtener la
proporcion de sujetos, del total estudiados, que son portadores de un
determinado alelo. La FA se obtiene en porcentaje.

Para evaluar la significancia estadistica de la desviacion de un marcador
genético en la enfermedad con respecto a los individuos sanos, cuando un
alelo se encuentra significativamente elevado o disminuido, se emplea la X?
usando la correccién de Yates. Esta correccién hace la prueba mas estricta,
pues este sistema genético es extraordinariamente polimorfico y cualquier alelo
podria mostrar significancia debida al azar. Una vez obtenida la XY se busca
la probabilidad (p) con un intervalo de confianza del 95% y un grado de libertad.
El nivel de limite de significancia estadistica es de p<0.05. Para hacer aun mas
estricta esta evaluacion se utiliza la correccion de Bonferonni, multiplicando la p
por el numero de comparaciones hechas para cada locus, es decir por el



namero de alelos que se evaluaron. A este valor se le denomina p corregida
(43)
(pc) ™.

2y = (ad—bc—N/2)*N
(a+b)(c+d)(@+c)b+d)

Uumero de pacientes positivos para el alelo
umero de pacientes negativos para el alelo
umero de testigos positivos para el alelo
umero de testigos negativos para el alelo

5 3 3535

El Razén de Momios (RM) es una estimacion de la intensidad de la asociacion
e indica cuantas veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad tiene un
individuo portador del alelo en cuestion, cuando éste esta significativamente
incrementado en los pacientes, sugiriendo la presencia de un alelo de
susceptibilidad. Se calcula segun la férmula de Haldane***%.

_ (2a+1)(2d +1)
(2b+1)(2c+1

La Fraccion Etiolégica (FE) es una medida relativa que indica cuanto de la
asociacion se debe al marcador que se halla significativamente aumentado.
Mientras mas se acerca el valor a la unidad, mas se debe la enfermedad al
marcador. Se calcula como sigue®®:

FE = (RR—le( a j
RR a+b

La Fraccion Preventiva (FP) es también una medida relativa, que indica cuanto
de la proteccién se debe al marcador, en los casos en los que se encuentra un
alelo significativamente disminuido y que por lo tanto significa proteccion®. Se
calcula como sigue:

a Ep = (1-RR)hp
a+b RR(1-hp) +hp




1 RESULTADOS

Las 169 muestras de DNA de los testigos y las 38 muestras de pacientes con NP
simple, se amplificaron con los diferentes pares de iniciadores que se muestran
en el cuadro 1. En la figura 4 se observan las bandas obtenidas de algunas de
las amplificaciones del grupo DRB1*04 con un tamafio esperado de 263 bp. En
la figura 5 se muestran los resultados de algunos individuos positivos para el
alelo DRB1*0301.

bp 500
263 bp
bp 200-----
Negativo PosIvo

Figura 4. Amplificacién del alelo DRB1*04 de muestras de DNA de testigos positivos y
negativos.

bp 500

| 217bp

Figura 5. Amplificacion del alelo DRB1*0301 de testigos y pacientes (NP4—NP19).

Después de las amplificaciones especificas, se asignaron los alelos correctos a
cada uno de los 169 testigos y 36 pacientes para los genes DRB1-DR1, DRB1-
DR2, DRB1-DR3, DRB1-DR4, DRB1-DR5, DRB1-DR6, DRB1-DR7, DRB1-DRS,
DRB1-DR9, DRB1-DR10. En el cuadro 11 y en la figura 6 se muestran las FA de
los pacientes con NP y de los testigos, observandose una FA mayor del alelo
DRB1*0301 en enfermos con una RM=2.737 y una FE=17.63%, mientras que en
el alelo DRB1*1602 presenta una FA menor con una RM=0.229 y una
FP=8.56%. En el cuadro 12, se observan los resultados del analisis estadistico
de los alelos significativamente desviados. Aunque los valores de la probabilidad
(p) fueron significativos, cuando se corrigié la p multiplicando por el nimero de
alelos (pc), se perdio la significancia estadistica. Adicionalmente, se encontrd
gue los alelos DRB1*0407 y DRB1*0802 se encuentran en mayor frecuencia en
testigos, mientras que el DRB1*0301 y DRB1*0802 estdn en mayor proporcion
en los pacientes.



CUADRO 11. FRECUENCIAS ALELICAS DEL GEN DRB1 EN LA NP SIMPLE.

TESTIGOS PACIENTES
ALELOS DRB1

N=169 FA (%) N=36 FA (%)
*0101 3 0.89 1 1.39
*0102 7 2.07 5 6.94
*0103 2 0.59 0 0.00
*0301 22 6.51 10 13.89
*0302 2 0.59 3 4.17
*0401 2 0.59 0 0.00
*0402 9 2.66 3 4.17
*0403 12 3.55 0 0.00
*0404 18 5.33 7 9.72
*0405 4 1.18 3 4.17
*0407 48 14.20 7 9.72
*0411 10 2.96 0 0.00
*0701 4 1.18 2 2.78
*0801 3 0.89 0 0.00
*0802 63 18.64 11 15.28
*1001 4 1.18 0 0.00
*1101 7 2.07 2 2.78
*1102 1 0.30 1 1.39
*1104 5 1.48 0 0.00
*1201 7 2.07 0 0.00
*1301 14 4.14 0 0.00
*1302 7 2.07 4 5.56
*1303 2 0.59 1 1.39
*1401 3 0.89 0 0.00
*1402 6 1.78 1 1.39
*1403 1 0.30 0 0.00
*1406 28 8.28 5 6.94
*1501 10 2.96 2 2.78
*1502 3 0.89 0 0.00
*1503 2 0.59 1 1.39
*1601 3 0.89 2 2.78
*1602 26 7.69 1 1.39




FRECUENCIA ALELICA (%)

ALELO DRB1

FIGURA 6. DISTRIBUCION DE LOS ALELOS HLA-DRB1 EN LA NP SIMPLE.



CUADRO 12. HLA EN LA SUCEPTIBILIDAD/PROTECCION EN LA NP SIMPLE

ALELO X2Y P Pc  RM (95% IC) FE FP

DRB1*0301 (S) 4.31 0.037 0.75 2.737() 0.17628 -0.214
DRB1*1602 (P) 5.30 0.021  0.42 0.229() -0.0936 0.0856




1 DISCUSION

En este trabajo se demuestra que existen 2 alelos de DRB1 que estan
asociados con la presencia de la NP simple en una poblacion mestiza
mexicana, en pacientes que no presentan sensibilidad al AAS, ni asma. Es
importante enfatizar que la evidencia de la participacion de los genes del HLA
clase Il proviene también de estudios de casos y controles en los que se
encontré una asociacion significativa con el haplotipo HLA-DR7-DQA1*0201-
DQB1*0202, en pacientes con NP, asma e intolerancia al AAS 2. Sin
embargo, no se demostrd asociacion con la NP simple o con la poliposis nasal
y asma. Se ha descrito también asociacion de los genes HLA clase | con NP,
particularmente del HLA-A1-B8 con intolerancia al AAS y HLA-A74 con NP ©7;
lo cual demuestra la contribucion genética de diferentes genes en dicho
padecimiento, lo que apoya la teoria de que la poliposis nasal es una
enfermedad poligénica, en la que aun no se definen todos los genes que
participan en el desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, cabe sefialar que se
ha demostrado la expresion de moléculas HLA-DR e ICAM-1 en las células
epiteliales de individuos con poliposis nasal, lo que sugiere una participacion
directa de las moléculas HLA clase Il en la respuesta a probables antigenos
que desencadenan una inflamacién crénica de la vias respiratorias altas ™. En
un trabajo previo, Fajardo-Dolci y cols, encontraron en estos mismos pacientes
una asociacion significativa con los alelos DQA1*0201 y DQB1*0201 “®). Sin
embargo, tomando los resultados obtenidos en el presente estudio y los
obtenidos en el trabajo de Fajardo-Dolci y cols, se observa que aparentemente
el alelo DRB1*0301 no se encuentra en desequilibrio de ligamiento con los dos
alelos antes mencionados. En los trabajos hasta ahora publicados en humanos,
solo se ha descrito la asociacion de alelos HLA clase 1l con la triada de Widal, o
con NP y asma, pero no existen trabajos en los que se analice la asociacion de
los alelos HLA clase Il con poliposis nasal simple, probablemente por el
limitado nimero de pacientes con esta caracteristica. No obstante, en este
estudio logré reunirse una muestra, aunque limitada, suficientemente
representativa para el analisis de asociacion con el HLA-DRB1.

El alelo que se asocia con susceptibilidad a la NP simple es el DRB1*0301 con
una FE= 17.63% y una RM=2.737, indicando que los individuos que presenten
este alelo tienen 2.7 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad y que este
alelo contribuye en un 17.6% a la enfermedad. Existe un hallazgo relevante,
durante el estudio de la susceptibilidad a la NP simple del gen DRB1, no solo
se encontré un alelo de susceptibilidad a la enfermedad, sino que también uno
de proteccion, el alelo DRB1*1602 con una FP= 8.56% y una RM=0.229. Cabe
destacar que los alelos *0407 y *0802 son los més frecuentes en la poblacién
mexicana, pero con ninguno se encontrd alguna asociacion, ya que su FA es
mayor a la de los otros alelos; la FA de cada uno es de 14.20% y 18.64%
respectivamente, en testigos.

De acuerdo a las publicaciones que hacen referencia a la asociacién familiar,
destacando que los estudios de gemelos idénticos que desarrollan poélipos a la
misma edad sin vivir juntos ® y con los resultados obtenidos en el presente



trabajo, se puede comprobar que si existe una participacion de los antigenos
HLA. Sin embargo, dado que la asociacion no es del 100%, esto apoya el
aspecto poligénico de la enfermedad, ademas de las evidencias de los otros
trabajos mencionados.

Por otro lado, como bien sabemos las enfermedades hereditarias son un
conjunto de enfermedades genéticas caracterizadas por transmitirse de padres
a hijos y que se puede o no manifestar en algdn momento de sus vidas. Por lo
cual podria considerarse a la NP simple como una enfermedad hereditaria y
poligénica, ya que hay una discreta agregacion familiar; en la que
probablemente existen otros factores que pueden desencadenar el desarrollo
de la enfermedad, por lo que se consideraria multifactorial, ademas de que
todavia no se ha dilucidado si la etiologia de los podlipos nasales, es debida a
una alergia, a la presencia de hongos saprofitos, o a otras causas aun
desconocidas.



1 CONCLUSIONES

Existe cierta participacion del gen DRB1 en la NP simple, ya que:

1. Se postula que la formacion de polipos puede ser debido a que la
molécula HLA-DRB1*0301 pueda presentar péptidos que inducen una
respuesta no protectora ante un supuesto agente patdégeno que infecte
el epitelio nasal, o bien que estos péptidos provocan una reaccién
inflamatoria exacerbada, produciendo la enfermedad.

2. Hay cierta tendencia a que la susceptibilidad esté determinada por el
alelo DRB1*0301, ya que presenté una p=0.037, pero no se mantuvo la
significancia estadistica cuando se calculo la pc.

3. De la misma manera, el alelo DRB1*1602 tiene una p=0.021 que se
pierde en la correccidén. Sin embargo este alelo presenta una tendencia
hacia la proteccion.

4. El riesgo de desarrollar NP simple es de 2.737 veces mas alto para un
individuo que tenga en su composicion genética el alelo DRB1*0301,
que para el que no lo presente.



1 PROPUESTAS

1. Se sugiere investigar cuales son las células que participan en la reaccién
inflamatoria de los sujetos que presentan NP simple, mediante
inmunohistoquimica.

2. Se propone estudiar las interleucinas presentes en esta patologia para
corroborar o determinar la participacion de los subpoblaciones de
linfocitos en la NP simple.

3. Asi mismo se propone estudiar los polimorfismos de las interleucinas
para correlacionar estos estudios para determinar si existe una relacion
con la NP.



ANEXO

REACTIVOS

Solucidn de lisis de células rojas (RCLB)

MgCl2 5mM
Guardar la solucion a temperatura ambiente

Amortiguador para lisis de células blancas (WCLB)

Tris-HCl pH 7.6 10 mM
EDTA pH 8.0 10 mM
NaCl 50 mM
SDS 0.2%
Proteinasa K (sigma) 300 pg/mi

Esterilizar por filtracion
Guardar la solucion en alicuotas de 15 ml a -20°C

Fenol Saturado equilibrado

Antes de usar el fenol debe equilibrarse a pH mayor de 7.8, porque el DNA
puede quedarse dentro de fase organica (fendlica) si el pH es acido.

1. El fenol bidestilado se debe almacenar a -20°C. Cuando se prepara el
fenol equilibrado se funde a 68°C (Bafio maria). Al fenol liquido se adiciona 8-
hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%. La 8-hidroxiquinolina es una
antioxidante, inhibidor parcial de RNAsa y es quelante débil de iones.

2. Afnadir un volumen igual de Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0 a temperatura
ambiente, agitar con una barra magnética durante 15 min, permitir que se
separen las dos fases, eliminando la fase superior (acuosa).

3. Adicionar a la fase inferior (fendlica) un volumen igual de Tris-HCI 0.1 M,
pH 8.0. Agitar de igual forma que en el punto 2, remover la fase acuosa.
4. Repetir el paso 3, hasta que la fase fendlica alcance un pH mayor de 7.8

(aproximadamente pH 8.0).

5. Después de que el fenol esta en equilibrio, remover la fase acuosa y
adicionar 1 volumen de Tris-HCI 0.1M, pH 8.0 conteniendo 0.2% de 2-
mercaptoetanol.

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



Fenol/cloroformo
Para preparar el fenol/cloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol
saturado o tomar solo la fase fendlica y mezclar cantidades iguales de fenol

saturado y cloroformo/alcohol isoamilico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche.
Usar la fase inferior.

Cloroformo/alcohol isoamilico

Tomar 24 partes de cloroformo puro y afiadir una parte de alcohol isoamilico,
mezclar y guardar a 4°C

TE

Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8.0 1 mM

Mezcla de amplificacion

dNTP's (2 mM clu) 5.0 uL
Amortiguador 10X 5.0 uL
MgCl; (25mM) 4.0 puL

Iniciador A (25 pmoles/ul) La cantidad de cada iniciador dependeréa de la absorbancia
Iniciador B (25 pmoles/pl) obtenida (ver calculo en el apartado de anexos — calculos)

Tag Polimerasa (2 U/ul) 0.3 uL

DNA (100 ng/ul) 2.0 uL

H,Odd La cantidad se calcula cuando se tiene ya la cantidad de iniciador Ay B.
50.0 pL

Adicionar 2 gotas de aceite mineral.
Amplificar en un termociclador (Hybaid) en el programa adecuado.

TAE 50X
Tris-Base (sigma) 242.0¢9
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA 0.25 M pH 8.0 200 mL

Agua cbp 1 litro



TAE 1X

TAE 50X 20 mL
Agua cbp 1 litro
Denhart 50X
Albumina sérica bovina pH 7.5 1%
Polivinilpirrolidona 40 1%
Ficoll 400 1%
SSPE 20X
NaCl 3.0M
Fosfato de sodio monobésico 0.2M
EDTA (pH 8.0) 20 mM

Ajustar el pH a 7.4 con NaOH 10 M en 800 ml de agua destilada y después
aforar a un litro.

Solucidon de prehibridacion e hibridacion

SSPE 6 X
Denhart 5X
ssDNA 100 pg/ml
Lauroil sarcosina de sodio 0.1%
SDS 0.02%

Agua destilada cbp

Amortiguador 0
Tris-HCI pH 7.6 0.1 mM
NacCl 0.15M

Ajustar a pH de 7.5 con NaOH
Esterilizar en autoclave.

Amortiguador 1

Amortiguador 0 + Tween 20 al 0.3%



Amortiguador 2

Reactivo “blocking” (Boehringer) al 1% solubilizado en amortiguador 0.
Se recomienda una solucién madre al 10% en amortiguador O, distribuir en
alicuotas de 100 ml y guardarlas a -20°C hasta su uso. La solucién de trabajo
se prepara diluyendo 100 ml de la solucién madre a 1L con amortiguador 0.

Amortiguador 3

Tris-HCI pH 9.5 100 mM

NaCl 100 mM

MgClI2 50 mM
Anticuerpo

Anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (0.75
U/ul). La dilucion de trabajo es 1:10,000 en amortiguador 2

CSPD

La dilucién de trabajo es 1:500 en amortiguador 3

Marcaje de oligonucledtidos con ddUTP-digoxigenina y desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT)

Para marcar 100 picomoles de oligonucleotido:

“Tailing buffer” 5X 4.0 ul
CoCl; (25 mM) 4.0 ul
ddUTP-Dig (1 nmol/ul) 1.0 ul
TdT rec (400 U/ul) 1.0 pl
Oligonucledtido (100 pmoles/ul) 2.0 ul
H,Odd 8.0 ul
TE 80.0 ul

100 pl
CALCULOS

[Oligo pmoles/ul] = La concentracién es obtenida con ayuda del programa
OLIGO, en el cual se anota las cantidades que tiene el Iniciador de A, T, C, G,
a si como la absorbancia que nos dio la lectura de estos a una dilucién 1:10.

Conc. Iniciador (ul) = 25 pmoles / [Oligo pmoles/ul]



GLOSARIO

AAS
P2-m
CTLs
CLIP
CY
CPA
DNA
DNTPs
ddUTP-Dig
EDTA
FA

FE

FP
HLA
HSP
ICAM-1
IL-2

IC

KDa

li

LTA
LTB
LMP
MHC
ml

mM
N-CAM
NP

p

pc

pb
PCR
PCR-SSO
PCR-SSP
RM

RR
SDS
SsDNA
SSO
SSP
TAP
TCR
TdT
™
TAE
TBE
TE
TNF

Acido Acetil Salicilico
2-microglobulina
Linfocitos T citotoxicos
Péptido invariable asociado a clase Il
Region citoplasmica
Célula presentadora de antigeno
Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleotidos trifosfato
Didesoxiuracilo trifosfato-Digoxigenina
Acido etilendiamino tetracético
Frecuencia alélica
Fraccion etiolégica
Fraccion preventiva
Antigenos leucocitarios humanos
Proteina de choque térmico
Molecula de adhesion intercelular-1
Interleucina-2
Intervalo de confianza
Kilodaltones
Cadena invariable
Linfotoxina o
Linfotoxina
Proteasoma de bajo peso molecular
Complejo principal de histocompatibilidad
Mililitros
Milimolar
Molécula de adhesion neural
Poliposis nasal simple
Probabilidad
Probabilidad corregida
Pares de bases
Reaccion en cadena de la polimerasa
Tipificacion con sondas especificas de secuencia
Tipificacion con iniciadores especificos de secuencia
Razon de momios
Riesgo relativo
Dodecil sulfato de sodio
Esperma de salmén
Oligonucledtidos especificos de secuencia
Iniciadores especificos de secuencia
Proteina transportadora de antigenos
Receptor de células T
Desoxinucleotidil transferasa terminal
Regién transmembranal
Tris acetato EDTA
Tris-borato EDTA
Tris-HCI EDTA
Factor de necrosis tumoral



TNF-a

uv
viv
X2y

Factor de necrosis tumoral alfa
Microlitros

Ultravioleta

Volumen a volumen

Chi cuadrada de Yates
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