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las familias fueron analizadas de forma descriptiva.

2'.' ) '-..:“l:;.-'.-"-..--I -Ji‘.

ESTUDIO INMUNOGENETICO EN MESTIZOS MNEXICANOS CON ARTRITIS
REUNATOIDE AR

La etiopatogenia de 1la AR es multifactorial. Y entre esos
factores estan los geneticos.De los genes , han sideo uwtiles los
del MHC. FR1 estudio de ellos ha demostradn asociacion entre el
HLA-DR4 v AR en 1a maynria de las poblaciones hasta ahara
estudiadas, Dado que la frecuencia de DR4 es alta en la poblacion
mexicana @] objetivo de este estudio fue conecer si los pacientes
mexicanos con AR son portadores del alelo en cuestion y/o si
tiaenen otros marcadores- conjunta o aisladamente. Se estudiaran 25
fam;]ias que incluyeren: ' 29 pacientes con AR asi como B8
parientes en primer grado. F1 diseho  es rransversal,
observacional ¥ analitico descriptivo . 8e tipificaron los

antigenns del MHC clase T [Loci A y B) ¥ los clase TT{Loaci DR ¥

DQ) mediante microlinfotoxicidad; los clase ITI (FB, C4A y C4B)

- por electroforesis en qgel de agarosa e inmupofijacion ' 4

glectroenfoqﬁe en:gel de poliacrilamida y ensayo hamnlitico para
¢2.  Con 1os fenotipos obtenidos se construyaeron los haplotipos (
1 por cromosnma;. 2 ﬁﬁr persona). y se comparon los pac;entes con
Tos féﬁi]ia?ﬂs. Fl ana]j%is eshadfshicokﬁe-hizo por Ji cuadrada
y Fischer,; a los aﬁtigenos signiticativoszse les realizo el RR y
. . . Lo . S . ' -6 ,
Los, resultadns mostraron aumento de Al 'y BB IPCID ,P<0.025) en

lnos. pacientess, estos antigenos. se.conace gue son raros en  la

bnb]anidn mékfcana, el DRI . se .ancontro  aumentado e mannra

_significativa.;PcpZOZS'HR 4.3j . Fl DR4 se encontréd incrementadn

.ﬂﬁ.Ins pres vs famifliares DP(h{nﬁj,- en los-eontroles se nohko una



frecuencia mas haja dma DR4 qgue en los pacieﬁtes pero

estadisticamente no fue significativa, probhablemente dehido a que

antigeno es muy frecuente en nuestra poblacien, Jlos datos

este

sugieren }la participacion de suhtipos de DR4 diferentes en  los
pacientes rcomparado con los de Jos conbtroles . Reﬁpechn A las
moleculas clase - T13Y el alelo

PR+ ne cneonErn ingrementadn en los

-F .
(P¢10 ), este slelo se encontré formandeo parte de los comploatipos

s pacienten vs controles

Fral y Fan; los alelos nulos en G4A [CRAQ*) fueron moy

frecuenten &N los tres - grupos pero ne encontraran

significativamente aumentadas en-las pacientas  (P<D.0%)., Por

altimn cabe sefialar que la variahilidad en estos resultados

evidencia Jla etiolegia minltifactorial ¥ la participacion del

medio amhiente comn un factor mauy importante en la genédsis de AR.




ARTRITIS REUMATOIDE

DEFINICION:

La artritis reumatoide AR es una enfermedad croéonica difusa
del tejido conjuntivo caracterizada primerdialmente por
‘inflamacién articular Y en ocasiones manifestacipnes
multisistémicas, de etioleogia desconcocida en la que interactuan
factores genéticos, ambientales, hormonales e inmunblog{cns(éo.J.
La inflamacitn articular generalmente produce una destruccion
progresiva de la articulacién, deformidades y grades variables de
incapacidad. Las: manifestaciones extrarticul ares incluyen
vasculitis, . ndadulos subcutaneos, epiescleritis, neuropatta,

pericarditis, linfadenopatia y esplenomegalia { 24 ).

EPIDEMIOLOGIA

La dfstribucién de la enférmedad es  a nivel mundial e
involucra‘ tbéos 105 grﬁbés etnicos y'raéiales. La prevalencia
'varia desda 0. 0026\ a 1. sy (54 ) 3 las mujeres son afectadas dos
‘a trea veces mas que ‘los hombres, el pico de incidencia de 1a

edad - de la enfermedad es entre 'la cuarta y sexta decada de . 1a

:

“.vfda { 80 ).



ETIOLOGIA

En la actualidad se . considera como una enfermedad de
etiologia multifaéhorial; es decir, que puede resultar e 1la
interaccitn del medic ambiente con un huesped geneticamente
susceptible ( “77 ). Figura #1.

Existen evidencias de la participacion ambiental como se
demostre en una poblacion rural de Surafrica (Venda) en
la que se encontro una muy baja prevalencia (0.0026%) de la
enfarmedad comparada con la .de la poblacion urbanizada
africana (1%) observandose en ellas baracteristicas genaticas
semejantes [‘12 ). Por otra parte, en Lesotho una poblacion

situada fuera de la zona tropical 1la prevalencia fue de 1% y la

gravedad de -la enfermedad fue mayor comparada con 1a zona

tropical ¢ 12 ),

El papel de la infeccién cronica no es claro, sin embargo las
hipotesis sustentadas en modelos animales sugieren a los agentes
infecciosos como posibles responsables de ciertas artropatias

semejantes a AR, entre estos se citan’ a: bacterias. como

- 1

Erysipelothrix ;1nsidio§a, Streptbcoccus -agalaﬁtiaé , ‘al.
mycoplasma arthritidis, al mas renombrado recientemente el virus

de Epstein Barr y otros-(46) o

e

~H5e han considerado fhctores ihductores,endégenns-, al inyectar

colagenn tipo IT en ratas se produce una erfermedad semejante’ a. '
L "‘k'_' .
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el

. sinovial,

‘prngreqivamante
' células’ Inflamatorias ¥y prescencia de trombos.

U masiva y pro]iferacian de la sinovial erosiona el

Lﬁé linfocinns que ‘se observan primariampnte son CD4 y estan

AR. Lo anterior hace suponer que &l elemento predisponente no es

siempre el mismo ¥y gque varios factores pueden desencadenar el

padecimiento en un huesped geneticamente predispuesto.

La participacion genetica fue sugerida inicialmentg por la
concordancia 6 veces mayor en gemelos monocigotos qgue en [(34%)
dicigotos(5-7%) ( 54, por 1la agregacion familiar(31 ),

posteriormente Statsny encontrd asociacidn significativa de AR

con HLA-Dwa. (63).

PATOGENESIS

La inflamacion articular es mediada primariamente por

leucocitos PMN y sus productos . Participan células inflamatorias

cronicas ( linfocitos ¥y macrofages) que infiltran la sinovial ¥

producen factores solubles que inducen inflamacion y destruccion

del tejfdo sinovial. Los cambios tempranos en la. AR =se

caracterizan por . dafio * al endotelio de 1la microvasculatpfa,

infiftraqlﬁn'de célylas Jnflamatorias, depésito de fihrina en la

existe ademas, un incremento en el numero de célulaSj

pero. Zloa' linfocitns y las células plasmaticas estan ausentes,

hay in ‘aumento de la microvasculatura. con

La infiltracién

:

cartilago;

.hueso, ¥ puede afectarse cancomitantemente ]igamentos h's tendones“

.

L - L



proximidad a macrofagos que expresan molecula clase II (24 ),

Los anticuerpos producidos localmente dirigidos contra 1la
porcion Fc de la IgG forman complejss inmunes TQG-AntilqgG quea
activan el complemento caunsando niveles bajos de complemento en
el liquido sinovial, incrementando la permeabilidad vascular vy
acumulacioén de leucocitos PMN que atraides por factores
quimiotacticos del complemento, liberan enzimas hidroliticas,
radicales de oxigeno, metabolitos de Acido araquidonico que son
responsables de la inflamacidén+'y el dafio tisular . Fn el tejido
articular, se encuentran anticuerpos,contra colageno, fibrina,
IQG parcialmente digérida, DNAR vy nuéleoprnteinhs solubles (‘lﬁiJ.
Una de las interrogantes acerca de la - enfermedad es como y porrue
una respuesta iInmune normal en el: estado agudo progresa a
inflamacidn crdénica. Aun cuando se supone que el ‘agente
etiologico inieial pﬁede o0 no persistir en la articulacion, 1la
lesien puoede perpetuarse Atravez del tiempo por adiferentes

eventos resultantes de la inflamacion misma. .A continuacion se

presentan tres modelas pfopuestos en la patogenesis de 1a AR

.(figuia.#ZJ:

1. Respuesta jinmune manejad;_por‘celulas T
;1 .proceéo inicia  cuando unléhtiggno artroﬁrbbico llega a
la ar£§cu1ac19n . ‘Esgg-es‘dgsconobiﬁo,pero puede ser un virus
- incluiab' en ‘ maé;éfagns o linfocifcs ; productos no -
biodegradables de las . tlba&teria;, " anticuerpos dirigidos
-coﬁtrafestruqturaﬁ B Hrffculaf&s éde'ihfc;an ' una réspueshé
'1nffamigor§a ‘mediada';po} eqlulas -?_ di;;g}das contra el

“,éﬁtlgéno pa;ogehoi.,ﬁérsjsﬁeﬁte(‘737:}._;

Toos Ll P
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Una e las evidencias que sustentan esta hipotesis puede sar:
la artritis de 1lyme que semeja AR y es producida por
gspiroquetas ( 35 J. Con la fase de activacion se hacen
aparentes moleculas Ta, per otro lado, los linfocitoes
asociados a estas ceélulas accesorias, producen otras

linfocinas qgue aunadas a factores solubles derivados de leos

macrofagos  inducen proliferacicon sinovial, vy crecimiento ¥y

diferenciacien de Jlinfocitos B a celulas productoras de

anticuerpos (r24).
Celulas T autoreactivas:
La lesidn reumatoide puede perpetuarse en ausencta del agenfe

desencadenante por una respuesta a antfgenos diferentes a  los

‘incitadores del proceso{ &4 .

Células sinoviales transformadas
La sinovitis puede ser producida por interaccibn de macrofagns
y fibroblastos sinovia]esi que se encuentran Jimitaﬁdo la
articulacién, los mediadores resultantes de tal interaccion .
fnducen a otros macr&fagbs a expresar mayor prﬁporcibn de

moleculas 1la, gtbas células activadas en la periferia penetran

a la- articulacion_, y-. estimulan a fibrohlastos sipoviaies

"adyacentes a proliferar -y secretar enzimas y - otros

amplificadores de 'lﬁ-}nfl?maciﬁn como ‘las prostaglandinas

( 801.



SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

La regulacién del sistema inmune es compleja, 'y en ella
participan moléculas cod{ficadas por genes, algunas de las cuales
son halladas dentro de un complejo llamado sistema principal de
histocompatibilidad (MHC) (figura# 3 ). En los humanos estos
genes estan localizados en el brazo corto del cromeosoma 6 ( /S 1,
Yy son conncidos como sistema HLA. En el ratdn este complejo
esta en el cromosoma 17 y &s llamado complejo H-2. Gorer an 1938

definié el complejo en el rateén{ ], ¥y a partir de entonces se

conoci6t el papel biologico de éstas moleculas y se inicio el

estudie en el humano. Dausset demostré iisocanticuerpos en
individuos gue habian recibido transfucién sanguinea , Payne y
van Rood 1958, demostrarén que los sueros de mujeres multiparas
tenian aniicuerpos contra estas moléculas, Terasaki establecio .
una tecnica’de microlinfotoxicida@, la cual permite reconocer a
las antlgénos HLA mediante la reaccién Ag—~Ac entre las ceélulas y
los antispero; espécjficos[ ).

-.El MHC és£a constituido por tres tipos de mo]eculp%, las

. claselit.‘y clase II ﬁertenecen al sistema HLA yf las clase. III -

pqrtenﬁéeq al sistema del complementol( ).

.



CLASE.II  CLASE TII | CLASE I

- r———— A 4 S - —

- Top ON DO_ DR Bt 21A
) I ¢2\cas/can 2in B ¢ £ A
O SIS A A \
N\voss NN Ry P v/ i ]
m———m “HAE i+ § 2 {200
. ( o ] '
DN 0o- * b' TNF
i A A A S Eat e S | T T T—T""T T T T Y =TT ™
0 800 1000 1800 2000 2800 3000 3500
K bp '
' SP‘-
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‘de necrocis tumoral, y log genes 21-0lA y 21-00B  (22)
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La regién de los clase I estd constitutda por tres loci que
codifican Jleos antigenos HLA-A, B, C ; estos antigenes s=se
localizan en la memhrana de la mayorfa de las ceélulas nucleadas y
regulan la respuesta de las células CDB (T citotoxicas) en contra
de 1los virus. Estas celulﬁs Ch8 funcienan receonociendo 10s

determinantes antigenicos en asociacion con los antigenos clase
T.

Los genes clase II estan constituides por Jleos loci HLA-DR,
DQ, DP y otros locgi :nz,. DO ) no precisados.Se encuentran solo
aen ciertos tipos de células ( M0, linfocitos B, linfocitos T
activados,) y tienen un papel crucial en el reconocimiente del
antigenc Yy en éste caso se efectua por las celulas Cbqa ( T
coopera?pra]. Los determinantes antigenicos de los organismos
extrafios se situan en la membrana de 1a célula presentadora del
‘anhigeno ascciado a las moleculas clase II; easte complejo es
‘reconocido por el receptor de las celulas CDAJ.

7 Loa qenes clgse'!II codi fican para la estructura primaria de
las _proﬁe?nas. del complemento C2 'Factor B, C4A ¥y CaB =&
interpuastos entre los.dos qenps de C4 estan los genes A y B
para la enzima 21-Hidrox11asa.

Toda este sistema occupa una pequeﬁa purcion del cromosaoma & . (
.?cHJ Paor ésto,' 91 grado de recombinacidn genetica es muy bajo (¢
.2tI de ﬂqul ’resulta que este comple;o se considera como una
-unidad anética y por la tantn estos genes llamados haplotipos-
se__hergdan; en grupo a 1a descendencia. -Los productos de estos‘



genes se trasmiten en forma mendeliana codominante y pof lo tanto
cada uno de los hijos expresa siempre dos antigenos especificos

(alelos) de cada locus del HLA. Para conocer los haplotipos de
los ﬁacientes en la mayoria de las veces es necesario estudiar a
la familia nueclear, dado que lo cque determinmos es ei fenotipo de
los individuos. Por ejemplo, =i un paciente es A1,RZ, B&, DR3,
DR4 ; so]o_estudiando a los padres podemos deducir sus haplotipos

( genotipos) figura # 41.
POLIMORFISHMO DEL HLA

El HLA es el sistema genetico mas polimorfico del ser humano
Actualmente se han descrito 157 antigenos en total de 1os cuales
el locus A: 24, B: S2, C:11, D:26, DR:20, DDP:9 , DP:6, fB:i4, C2:4
C4A:7 ¥y CABQB [cuadro #1). Se desconoce al mec;nismo que dio
lugar a este polimorfismo pero hay dos hipotesis que tratan de
explicarlo; “Hipotesis de deriva aleatoria® la cual explica:que
el polimorfisme se debe':a las variaciones..al azar de una
estructura genética basié;-y que esta variacibn tiene una cierta
frecuencia’ dentro de- una -poblécibn determinada. La otr;
*Hipbtesis de seleccion natural“ pr0pone que existe seleccion de
gpnes polimorficos sobre los que son monombrficos. -
Probablemente los - doé prncesos mencionados particxpan en gl.
desarrollo dPl polimurfismo que caractprlza a ]ns denes del MHC.

- L . o ‘ . . .



CUADRO # _L. LISTA OFICILAL DE ESPECLTICIDADES HLA 1987 (22)

A
Al
A2
A3 .
A%
AlD
All
Awl9
Aw23(9)
AWZ4(9)
Av25(10)
Aw26(10)
A2B
A29(19)
A30(19)
AW3I(19)})
A32(wl9)
A33(w19)
A34(10)
Awlb
Awh3
Awb6(10)
AwbB(28)
Awb9(28)
Aw74(19)

Bl2

B13

Bl4

Bl

B16

817

B8

B2]
Bw22
B27

B35

By
B3a3(1e6)
B39(16)
B40
Bwil
Bwi2
B44{12}
B45(12)

- Bw4b

Bwi7
BuwiB
B49(21)
Bw50(21)
B51(5)
Bw52(5)
Bw33

BwS5({w22)
BwS6(w22)
Bw57(17)
BwSB(17)
Bw59 :
BwbD (40)

"Bwbl (40} °

Bwb2 (15)
Bwb3(15)
Bwbé4 (14)
BwbS5(14)
Bwb?
Bw7l{w70)
Bwl2(w70)
Bwi0 -
Bw?d’

Bw75(15) .

Bw76(15)
Buw77(15)
Bwg :
Bwb

[

Cwl

Cwi

Cwi

Cwi

Cwh

Cwb

Cwi7

Cwi

cwd (w3}
Cwl0(w3)
Cwil

- Bwi4(w22)}—

D

Dwl

Dw2

w3

Dwé

Dw5

6

Dw?7

DuwB

Dw9
DwlD
Dwll(w?7)
Dwl2
bwll
Dwlé
Dwl5
Dwlb
Dwl7({w7)
DwlB(wb)
Dwl9(wb)
Dw20
Nw21l
Dw22
Dw23
Dw24
Dw25
Dw26

DR

DRI

DR2

DR3

DR&

DRS

DRb6

DR7

DRwB

DR9
DRwlO
DRw11(5)
DRw12{5)
DRwl3(w6)
DRwl 4 (Wb
DRw15(2)
DRw16(2)
DRwl 7(3)
DRw1B(3)
DRw52
DRw53

DP

DPw)
DPw2
NPw3
DPw4
DPw3
DPwb

DQ

DQGwl
DQu2
DQwW3
DQwa
DQw5{wl)
pPOwe{wl)
pQw7 (w3)
DQuB{w3)
DQw3(w3)



DESEQUILIBRIO GENETICO DE LIGAMENTO:

Los antigenos del ;isteha HLA varian de una poblacion a otra,
por €jemplo , el antigeno HLA-A30 se encuentra predominantemente
en 1individuos negros 2B%, en blances sole es  de 5%, ean
japoneses no se ha descrito este antigeno.

La frecuencia de haplotipos tambien varia de una poblaciétn a
otra, en individuos de raza blanca es frecuente al haplotipo:!
HLA-R1, B8, DR3, Dwa, SCOl1. Esto es debido a que en ocasiones laos
alelos de -dos o mas loci a%arecen juntos en el mismo cromosoma
con una frecuencia mayor a lo que se esperaria si se combinasen
al azar. Fste fenomeno se conoce como “desequilibrio genetico de
lligamienbu“ por ejemplo el haplotipo HLA-A3I, BB existe en 1la

pnblacién normal caucasica con una frecuencia de 6.8% cuando gue

su frecuencia esperada ( segun la frecuencia génica de Al .y de
BB) es de 1.7%, ’ -

FUNCION DPE LAS MOLECULAS HLA

Los linfocitos T estan involucrados en casi todas les
aspectos. de la respuesta inmunologica.’ Estos funcionan en 1la
producecisn de anticuerpos especificos a macromoléculas extrahas,

‘aliminacion de ceélulas 1nfectadas por‘,virns"y en- mantener

1

tolerancia inmunologica a lo propio.' En contraste a las células

B que gsan inmunnglobulinas en su superfiCIe como receptor, las

.



celulas T tienen expresin clenal, sin embargo en contraste a 1las
inmunoglohulinas , las cuales puéden iigar independientemente
antigenos proteicos intactos, el receptor de la celula 7T
solamente interactua con peptidos cortos qgue estan ligados por
moleculas clase I o©o clase II del sistema principal de
histocompatibilidad. Tales fragmentos son producidos nor
degraacién intracélular o procesamiento de virus, bacterias o
proteinas extrafias. El HLA cdn el peptido ligado presenta este
antigenc al receptar de la ceélula T, las clase I presentan

fantigenos a ceélulas CDB+ vy las clase IT presentan antigenas
usualmente a 1las celulas cocperadoras que expresan CD4 . Es
posible que diferencias polimorficas sirven para alterar 1la
especificidad para unir el peptido ¥y la interaccion non el

receptor de la c¢élula T, esto a su vez puede resultar en

diferencias en la respuesta inmunolob]ca, susceﬁtibilidad ¥y

resistencia a enfermedades y en alcantigenicidad( Y.

"BIOQUIMICA DEL HLA: .~
La funcién basica He-las'moleculas claée T y 11 del MHC' con
raspecto a la respuesta inmune es la de actuar como marcadores -]

gutas para la identidad individual «a.



MOLECULRS CLASE I

Tambien son 1llamadas antigenos de transplante por que se
descu?rierﬁn como resultado de estudios de rechazo de tejidos
tanto en ratones como en humanos. Cada una de las moléculas clase
I esta compuesta de una cadena pesada alfa que es una
glicoproteina de 45 KD codificads en el cromosoma 6 Yy una cadena
ligera 1l1lamada Beta 2 microglobulina de 13 KD que es codificada
en el ¢romosoma 165, Estas 2 moleculas forman un heterodimero en
1a membrana celular ¥ estan unidas por enlaces no
covalentes (figura #4).

Las moléculas clase 1 estan conformadas en 5 dominics, tres
de ellos [Alfa I, Alfa I1 y Alfa III) que contienen 90 residuos
de aminoacidos Yy estan siﬁuados en la parte exterjor de la celula.
Los dominios Alfa 2 y Alfa 3 tienen-puente-disulfuro dispuestos
de manera similar a como se encuentran en la molécula de
inmunoglobulina. E} cuarto-dominio tiene ;D residuos‘hfdrqfﬁficns
vy esta situado dentro de la membrana celular. Fl quinto dominio
contiene 30 residuos de'longitud y.esta proyectédo dentro del
citoplasma. Los dnmintns estan doblados de tal forma que .el Alfa
1 y 'Alfa 2 se ‘unen por fuerzas nocovnlentes y de igual manerﬁ‘

estan unidos el Alfa 3 y-la-Beta 2 microlegulina ( )



MOLECULAS CLASE I1I

.La reqicdn clase TI esta compuesta por alrededor de i millon de
pares de bases e incluye alrededor de 14 genes diferentes, con
exepcion de DO y DZ. Estos genes son generalmente hallados en
tres regiones DR, DQ o DP, Cada subregion tiene al mencs 1 gen
funcional para Alfa y Beta, ademas un nameroc variable de
pseudogenes no funcionales. Las productos de esta region se
asocian de manera no covalente como heterodimeros en la membrana
célular (Figura#5) y son una cadena alfa de 30 KD y una cadena
Beta de 27 KD. Cada cadena polipeptidica esta compuesta de dos
dominios {(Alfa 1 ¥y Alfa 2 , Beta 1 y Beta 2); las regiones de
cada uno de estos dominios tiene 90 aminoacidos. Existe otro
dominio el cual atravieza la membrana y tiene 30 aminoacidos. EIl
dltime dominio solo.tiene 15 residuos ¥ constituye el dominio
intracitoplasmatico. De las cuatro regiones externas, tres de
ellans {Alfa 2, Betal y Betaé) poseen uniones disulfuro tambien de
manera similar a la enéongrada en las inmuneoglobulinas.( ).

La ‘subregion DR contiene 3 cadenas beta funcionales designadas
como DhBI, DRBII1, DRBIV, estas cadenas son pélimorficas. La DRBI1
: éodif}cn para las especificidades 'DR (1-23) 'La DRBIII para DR
stz‘y 1a DRBIV para DR w53, ﬁn lé-regibn DO las dos cadenas son
;paliﬁéffi;as y codifican paya-el DQ i—a-e_ Los genes dentro de
'ips regioﬁeg DR y DQ estan muﬁ unidos.y;se " heredan come una
unidsd_ genética formando hapdotipos estables dentro de la

péblacibn ejemplo de.ello: DR4, DQw3, DRwE3..y otros (cuadro#2)



FIGURA 5
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DESEJUILIZRIO DE LIGAMENTD =N

cuadro 2

LA MOLECULA CLASE 1T (D2-D3)

DR

DRw13 (DRwWE) .DR2
DRw14 (DRwé&)- DRw40
DR3 DRr7
DRw11 (DR5) DR4
DRW12 (DR5) DRw9
DRwB

| DRWS2. " DRwW53

DOw1

|_DOw2

DOW3



Las subclases individuales de la molecula clase 11 se expresan
a diferentes niveles, en algunas cé&lulas, tales como una
subpoblacién de macréfagos , presentan solamente DR otras tales
como los linfocitos B tienen las tres subeclases, ¥y aun cuando
todas se expresan, estas tienen diferentes niveles de expresion:
las moleculase DR Alfa-Beta I son mas abundantes que las DR Alfa-
Beta IITI y DR Alfa-Beta 1V, mientras el DR es expresad; mas gue
PQ & PP, sin embargo estas tienen una limitada distribueciodn en
los ftejfdos Yy  se encnentran  predominantemente sobre cé]uias
inmupocometentes, incluyendo células B, ctlulas T
inmunocompet.entes ¥y macrofagos. La expresion de las moleculas
clase T1 puede ser inducida sobre ceélulas B con Interleucina—3,
sobre células T por contacto con antigenpos especificos y  saobre
macrofagos por interferon gama. Ademas las moleculas clase II
pueden expresarse sobre otras celulas que normalmente no las
manifiestan tales como celulas tiroides, ceélulas pancreaticas,
células renales, endotelio vascular. Esta expresion aberrancé ha
sido postulada a ser uno de los m&canismos para entender la
asoclgq}bn’ de antigenos clase 1II y enfermedad. La regulacién de
’ #a e*presibn de los genes clése II es manejada por la interaccion
de factores  especificos de téjféo con una serie de elementos
'regdlatorios qué-actuan en ﬁosic}bn Cis, y que estan localizados

adyaceﬁtes a los.genes de la porcion clase II ( . ).
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MOLECULAS CLASE III:

Es un grupo formado per cuatro genes cque cndifican para dos
proteinas de la via clasica del complemento (C2 y C4) y una de
la via alterna {(factor B) . teniendo la caracteristica de que el
gen que codifica para C4 se encuentra duplicado (C4R y G&R},
interpuesto entre estos se encuentra dos genes para la 21 OH
importante en la biosintesis de esteroides. Todos ellos ocupan
una regidn de aproximadamente 120 kilobases (Kb) del brazo corto
del cromoscma 6 bhumano; son denominados complotipes ¥y se situan
entre los genes clase T1 y clase 1. La fraccien de recombhinacion
entre los loci del complemento ¥ el locus HLA-B ha sido estimada
aproximadamente en 0.8 unidades de recombinacitn & cM. Los loci
del complemento son tambien muy polimorficos como ﬁé ahserva en

alsruadro #3,

CUADRO 3 'POLIMORF1SMO DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LAS

MOLECULAS DEL COMPLEMENTO: _fB, .C2, C4A y C4B ( )
fb . cz2 ) Can ‘C4B
s A . Qox. . Qox
s1 . B ‘ PY 1
F1 ) ooa 3 3
otroskx otrosxx - 4 L OLTORXX
. 5 -
. , 6
. 7 . )
ohrosxx

* Alelos Nulos ' . - : . . e
-*% Alotipos con frecuencias- menores a°*0.01 ° T s '

14.‘:..‘ . R '. ,-‘-. .--‘.‘.



CURRTO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO C4

El C4 es una glicoproteina cuya estructura fue caracterizada
en 1963 como una Bi-globulina con un peso asproximado de 200,000 &
En 1969, Rosenfeld ¥y col. observardn los patrones polimorficaos de
C4 wusando electroforesis prolongada en gel de agarosa con una
electréforesis posterior en segunda dimensién ; ellos notaron un
modelo de herencia dominante posiblemente gobernada por dos loci
estrechamente unidos, en 1974, Schreiber vy Muller demostraron que
Ca esta compuesto de 3 subunidades unidas por puentes disulfuro,
la alfa, bheta y la gama de pesos de 98.000, 7B.000 y 33.000 4.
respectivamente. En 1979 Olaisen y c¢ol. usando estudios de
absorcion mostraron qﬁe el locus de ©C4 se encuentra por

duplijcado, por otro lado Mauff vy cocl. en 1978 usando un sistema

~wda  amortiguador discontipuo e inmunofjjacion; establecieron 1a

resencia de un patron de 6 a B bandas para C&. En 1979 Awdeh y
Alpér-“inhrodujeron el proceso de desialacién con neuraminidasa
antes dé la. electroforesis en gel de agarosa e. inmunofijacidon.
Aplicando éste método_pndiernﬁ distinguir & alelos del locus C4&A
Yy dos alelos de CA4B asi como la posible existencia de alelos
nulos taﬁto ﬁar; C4ah como para'C;B. .Sorpresivamente estos alelos
nulos se preseétan-coﬁ una freé;encia.mdy alta (13-19%) en la
péblncibn en general. fﬁéro los 1ﬁdividubs totalmente deficientes
-de C& ocurrenAqe 151900 individuos. Los productos comunes de CaA
‘migran ‘mas’ ansdicamente que Yos #rnéuétos de CAB pero existen
" eongziderables d?fé}enéias en ' la’ zona de migracion de las

variantes raras de amhos loci.



SEGUNDO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO C2

El segundo componente del complemento (C2) ha sido‘uno de’ los
componentes mas dificiles de obtener va que se presenta en el
suero en una cantidad muy baja (20-25 mg/ml) , es vulnerable a
la p;nteollsis durante su obtencion . FEsta proteina esta formada
por una unica cadena de peso molecular aproximado ée ino.ono  d.
gue durante su activacion se divide en dos cadenas no unidas por

puentes disulfuro y de pesc de 70.000 y 30.000 4. ; la proteina

es un proteasa con el sitio catalitico en la cadena mas pesada.

En 1976, ".oron descubierteos 6 alotipos del segundo componente
del compilssulo pi Meo y col. gquienes utilizaron la técnica de
electroenfoque . con una subsecuente lisis dependiente de

complemente con un suero deficiente en C2, El alotipo mas coman
es C2C con una frecuenciadel 95% en la poblacidn caucasica, el
C2B tiene una frecuencia'del 4-5% y por ultimo, existe una
.variante Acida gue es sumamente rara y cuya frecuencia es menor

al 1% C2A. E1 C2 se hereda en forma autosomica dominante y su

polimorfismo fue establecido por electroenfoquel . ).

FACTOR B -

.ﬂ'Papa daterminar el polimérfismo génetico de esta protéjna.dex Ja
via alterna del complemento se .utiliza la técnica de

mlectréforesis de alto voltaje en gel de ' agarosa e

© "inmuanofijacién. E1 primero ‘en es;uaiar esté-'polihorfiémo fue .



Alper (quien obtuvo 4 bandas diferentes que fueron llamadas segin

su desplazamiento electroforetico FB*F ([ por Fasts rapido), FB*S

(por Slow = lento), FEBXF1 por que su posicien electroforetica

esta mas hacia el anodo que la variante Fﬁ*F - A la banda que

se desplaza Mas lenta gue la variante FB*S se le denomina FB*S1,

la cuasl, se encuentra a una distancia més catodica que la banda

S. Esta proteina se hereda en forma autostmica dominante y no se

ha “descri;o un gen nulo para ella, perc hay un alelo raro gue da

niveles normales de factor B pero no es funcional ( ).

ASOCIACION CON ENFERMEDADES

Los avances ocurridos en el conocimiento de la genetica y 1a:
bloleogia de las moleculas clase I, TI y III han estimulado la
investigacion en el area de la asociacion de enfermedades con
alelos de estos genes, especialmente por el papel due tienen en la
regulacisén de 1a respuesta inmune._ _De _aqui se infiere que
cualguier transtorno ya sea como -aumento o defecto de la
réspuesta inmune, esg natu}al que involucre a cualquiera de los
antigenos del MHC tgniendo por lo tanto consecuencias relevantes
en el tipo de respuesta inmune des;prollada por un individuo " en
parpicu]ar. La @sociécibn con enfe}medades se démostro primero en
ratones ‘de l; cepa ﬁz- y un tipd de leucemia inducida per virus
( f. Esta asoclacibn :de marcador genetico con una enfermedad
indujo entonces a buscar asociaciones entre los fenotipos HLA Yy
las enfermedades en: humanos.
| En 19?3.-5e _reportb la ; asociacibn ‘entre . ;spondilitiﬁ

4

angquilosante "y .el antigeno HLA—B??. 'Desde entonces mas de ° 50



enfermedades han sido reportadas asociadas con antigenos del
sistema HLA ( = ). Estas enfermedades se pueden clasificar de dons
tipos: 1. Espondiloartropatias asociadas a HLA-B27

2. Enfermedades asociadas con varios antigenos de el locus

DR.

En esta Gltima categoria casi todas las enfermedades son de
origen autoinﬁﬁne, involucrando la produccion de autoanticuerpos
dirigides contra antigenos tisulares propios Las enfermedades
asociadas con los antigenos HLA sén de caracter multifactorial ¥y
por o mismo incluyen tanto &1 terreno genetico del individuo
{susceptibilidaqd) como tambien ciertos factores ambientales,
actuando conjuntamente estos dos factores para producir
enfermedad especifica. Se han propuesto varios mecanismos para
explicar el papel de los alelos dei MHC en el establecimiento de

la susceptibilidad a enfermedades( ):

1. - HMimetisme moleécular: 1a cual explica la susceptibilidad
mediante - reaccion .cruzaha entre organismos infecciosas ¥y una,
antigeno del sistema HLA determinado.

2. Receptor: éstéblece que ciertos antigénds HLA pueden actuar
como rerceptores especifiqné ﬁara agentes infeb&iosos b4 que‘.eshé
evento esta directamente relacionado con el desarrollo de la
enfermedad,

3. Antigeno HLA modificado: §Qgierg'que los antigenos HLA estan.
modificados quimicaménbe per é#tigeﬁos éxtraﬁos y. entonce; lel:
‘sistema inmune los reccnoce cohq po_prppl&s, ‘respohdiéndo porlla '.'.
tanto A la .broduccinﬁ_be' él"aufbanﬁiguerpd c;rrespond{ﬁhfé;"
generandose-aéi el qstadé qé gpfermé&édr

PP 3 - .- A
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4. Gen en desequilibrio con HLA: Un gen de susceptibilidad
situade dentro o fuera del HLA en desequilibrio con un antigeno
de este sistema.

Ninguna hipttesis en forma aislada explica todas las
asociaéiones que se bhan registrado y bien pudiera ser que cada
uno de estos mecanismos propuestos este involucrado ya sea en uno
o varios de los procesos de enfermedad asociados con MHC.

En el guaaro #4 se observan algunas de las enfermedades mas

fuertemente asociadas al MHC.

ENFERMEDADES ASOCIADAS A HLA

CUADRO 4
ARTRITIS REUMATOTIDE ¢ e——————— - DR4
LUPUS ERITEMATOSO .GENERALIZADO ) DR3
ESPONDILITIS ANQUILOSANTE ' B27"
SINDROME DE REITER ' < - ' B27
UVEITIS ANTERIOR AGUDA S . B27
ENFERMEDAD CELIACA R o ! .nna
DEFICIENCIA DE iG A L ) o . ': : BB
DIABETES INSUUINOADEP;NDIENTE Erpoﬁluhl. o . DR3/DR4
PSORIASIS o jz‘_':3_ C o © cwe




corfentales "hasta 5.4 en hegros. En estudids'realizados en India

INMUNOGENETICA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

El papel de los antligenos de el MHC en el desarrollo de 1la

AR no es claro pero existe qgran asociacidn entre

genotipos HLA especificos y la susceptibilidad a la enfermedad.
Las proteinas codificadas por los genes de HLA participan en el
reconocimiento ¥ regulacion de la respuesta inmune. Estas juegan
un papel crocial en el reconocimiento de antigenos extrafios por
la ceélula cooperadora T, 1la cual regula 1a respuesta inmune
mediada por celulas( }J. Los mecanismos exactos de este
reconocimiento, no han sideo bien dilucidados, pero varios
investigadoresz, han demostrado gque el reconcocimiento de las

célula T a Ags extrafios en conjuncidn-con la molécula propia-HLA

~n naltamente especifico y que estas células pueden distinguir—— -

cambios tan pecquefios como el de una substitucion de aminoacidos

.e&n la molécula de MHC | ).

Numerosos estudios han encontrado una asociacion 51gn1ficativa

. entre HLA-DR4 en alrededor de 70% de los pacientes con AR:. .Esta

asociacion cruza barreras raciales comp lo demuestra el cuadro #5

.en: el que en diferentes grupos &tnicos se.observa uﬂ‘ riesgo

relativo (RR) para ‘este antigeno que varia’ desde 2.8 . en

. ¥

*

¢  Israel { 3 } el HLA-DR1  estuvo incrémentadn

significanlvamente en DR4 negativoq ld que ée'tfadﬁre en  un RR

T muy alto para é&ste antigeno. Existen otros eqtud1os en los que no

se ha encontrado nlngﬁn tipo -de asociacibn con el HLA[ “.j. =

Vs
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HLA-DR4 Y ARTRITIS REUNATOIDE®

21 .

CUADRO S
GRUPO 'ETNICO ESTUDICS CONTROLES PACIENTES RRxx
No. No. % No. ° %
CAUCASICOCS i7 632 27 1127 64 4.6
_ORIENTALES 5 1329 39 348 hb 2.8
'NEGROS 3 367 10 109 40 5.4
MEXICANQOS 3 289 26 B2 66 4.7
LA | )
*% Riesgo relativo ’
SUBTIPOS DE HLA-DR4 EN CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS
CUADRO 6
SUBTIPO POSICION DEL AMINOACGIDOD
.D e. ’ - .
: 57 67 . 69 70 71 74 86
" Dwae - ) Asp Leu Glu Gln Lys Ala Gly
“mwro - im—  Tle — Asp . Glu ==  Va)
mgi-a"; o —— - Lo -—= " Arg  Glu - Val
nwis —— - —— -—= .Arg Glu - Va)
Dw15 ’ ’ Ser- ——= —— -—-  Arg - Glu val
Nepom BS et al,19A83 ( }



Investigaciones de subtipes de DR4 en cultivo mixto de linfogitoes
demuastran un incremento de Dwd ¥y DWl4 en caucasicos y de Dwilh
en pacientes japoneses con AR, Llama la atencidn que al DR4-DwiS no se
seqgrega en asociacion con el DQw3. Las diferencias bioquimicas de
estos subtipos estan dadas (cuadre #6 ) en la tercera region
hipervariable de 1la cadena DRBT, en.]a que se observa un ‘cambio
importante de carga en la posicion 70 y 71, otro al hallarse un
dcido aspartice y un acido glutamico en Dw1l0 en lugar de una
glutsmina y una lysina en Dwa.

LA estructura tridimensional de lJa molecula clase 711 por
crisﬁalografin de.rayos X no esta definida, pero un analisis de
computadora de la secuencia de aminoac;dos teniendo como modelo a
las  inmunoglobulinas muestra Fig # 6 , gue los aminoacidos
(aa') antes mencionado® se encuentrap en una region alfa helice

. que  puede influenciar la interaé;iéﬁ del MHC con el receptor de
1a cglulaa T. La importancia de esta reqgion fue demnshrada
primariamente en el ratén en el cual cambios en esta region
alteran ]a habilidad del sistema inmune a responder a antigenos
especificos ademas, incrementa la susceptibilidad a enfermedades

'autoinmunes. el H2-bml2 es una mutante expontanea de la cepa H2b,

'amhos a]plos son gen&tlcamente identicos excepto por 3 aa’ gn ia
.tercsr ‘rpgiOn hipPrvariable de la molecula Ta {(homologa en . el
mﬁrino de- 1a molecula clase II de el humano)}; asi mismo se
nbservun dif;renc!as importantps en la respuesta inmune en cuannol

. iz susceptibilidad ‘g enfermgdades, ya que el H2Zb es un modelo
axparimenunl para indugir ﬁiaqtenia Gravis y 21 H2-bm12 e%

resiatente. Tambien el H2b presenta una gran respuesta a insulina"“

. . - s . P . . -

R _" o T 2



FIGURA 6

PROBABLE ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL I.

LA CADENA B DE UNA MOLECULA CLASE IT

Norcross MA & Kanehisa M, 1985




de buey y una baja respuesta a insulina de oveja en el H2-bmi2 se
* observa todo lo contrarioc( .

] Dos grupos de investigadores han propuesto una hipoteis Qe la
epttope compartida immplicando que la etiologia involucra 1la
cadena Bl -de DR4 en la susceptibilidad a'AR. Ellos sugieren gue
diferencias estructurales entre diferentes cadenas.DRn B1 puedean

influenciar 1la interaccion de las moleculas MHC con el receptor

de la celula T para reconocer y responder a antigenos extrafos Yy
aloantigenos ( ).

Sin embargo, el ©DR4 esta asociado con DQwW3 en un haplotipo y
en Aiflcil diferenciar entre la importancia relativa de DR y &
alelos DO en 1a susceptibilidad a 1a enfermedad. En DO existe
polimorfismo a nivel.de las dos cadenas (DQ alfa y DQ'Beta) que
es detectado por 1a técnica de RFLP en la que el DNA es

segmentado con enzimas de restriccion Bam III & Hind III y se

observan resﬁéégivamente fragmentos de 6.9/3.7 Kb y 3.4 Xb al
wibridizar con sondas de DNA para DOB. A este patron se le
denomina  DQ3.1 ¥y con-Bam IT] se genera un patron de 12Kb que se
lflmi_ DQw3.2 . Las diferencias bioquimicas observadas son
moxtradas en el cuadro ﬁ?nan él que en ]a-ﬁﬁsic]hn 657 se abserva
‘un cambio de ﬁcido'élutamjcb en DR&—DQwa.i'phr_aIAnina en NDOW3.2.
_'.-' Estqdios de haplotipos extendidos mugstran: un aumento
.ij::significhtivo' en DR4-D03.1 " en pabieﬁtES con AR especialmente
.:ééﬁos_ con la en}érmédaéT;ever;t ), sin embargo wWallin no
fthdnﬁro -esta_asociaétdn,, atnque los estados clinicos de  estos

.

*'ﬁqéiehtaé-no fuernn.définidns[ R
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©anticuerpo

DIFERENCIAS EN LA SECUFNCTA DE AA® FEN EL.PRIMER DOMINTO DE- LA
CADENA DQ BETA DF LA RRGION DD

CUADRO 7

PRSICION DEL AA* -

~

DR~-DO 13 26 45 57 Asociacion AR
L DR&,DOWE LD F Y 1 D Positiva T
BRs jLp=-nlanco ] o o] D Positiva
DRZ2,DQW1.2 G I G D Pos-Neutral
DR, DLW, [¢1 o Y v Nrutral
G T, o A Neutral

DRZ ,DQw3.2

AA A McCusker CT, et al, 1988 |{ X
TamhifAn nn Aansta habla se ohserva qgite o) ﬁRz, Ppwl .2 con Acido

gYutamicn an la poasicien 57 tiene una asociacien positiva con la

entarmadad. Sin ombargne, &1 DR4 DOw3 forma parte de un hap]otipo ’

‘marcado con DRwW53 y es dificil diferenciar entre la"importancia'

relativa de ‘DRBIT, POB  ADRBIV en 1la qusceptihilidad a: ia‘
_anfermedaﬁ, .especialmenhe por los ha]]a?gns con  anticuerpos
monoclonales efectuados por Lee SH, ,en_]984 S én‘réli,qne

monocional 10946 reconoce  ‘la tercer rﬁgiﬁn

hfphrvariah]e de DRW53 y es hallado en el 23% de los pacientes
”AR y‘ solo en el 44% de-los coﬁtrqles-con'un RR - de 10;0:_

Duquesnny, en 1983, y en 1987 [ ), rppnrra un’ anticuerpo
'denomlnado MCI que reconoce una epltope que compartén DR4 y ,DR17

gt .
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asociado a AR con un RR de 6.2. Todo lo anterior permite deducir
~que, aungue no se 5abe cual es el papel de las moleculas clase LI
en 1a etioclogia o perpetuacién de la AR , estas pueden ser
importantes ya que pueden crear un sitieo en DR 6 en DO, que es
efectivo en presentar un peptido propio a la sinovial o a 1la
celula Beta a clonas de celulas T DR 6 DQ peptido eséecificas.

En caucasicos existen estudios de haplotipos extendidos
asoclados a la AR en el que el HLA~ B15(62}) DR4 SC33 esta
incrementado en pacientes con AR ( )

Aunque el 90% de los estudios inmunogéneticos de la AR han
sido enfocados a el sistema principal de histocompatibilidad
existen reportes de estudios de los alotipos pesados de las
inmunoglobulinas (GHS en el qgue no hallan diferencias
significativas éntre 1a frecuencia de alotipos o fenotipos de los
pacientes con AR y los-grupas—control( ), sin embarge el
. alotipo Glm[g) estuvo incre@entado en pacientes con HLA-DR4 (+)
comparado con ﬁacientes HLA-DR4(~}. Tambien se han realigado
extudios de lo= alotipos de las cadenas ligeras Kapa (Km)}, alfa 1
antitripsina en lés que no se han hallado -diferencias entre
pacientes y.conﬁrolés ( ' ). Debidn‘al importante papel deal,
'recéator de‘I; celula T én-la respuesta inmqnelnrhkawa,._en l9se
( o );'.realizé un estudio familiar de 15 individuos en los que
b_ tenian AR(padre+5 hijos], todos los ms fuéron DR4(+) y-.'al.
hibridizar con DRB1 todos tuvieron el mlst pahrhn, &n camhio{al
.hibrigiza; jconvlel_receptpr de la celula T, . tqdos los. . hijos -
-tuv*érbn un patron hdmocigofé f en 10 ;o hubo hombcigﬁcid;d
‘ExiQLpn aun pocoe estudios pPro es’ indudab]e que este €s un’ campn

.o

'"que puede aportar mucho al conocimiento de la enfermedad.-




OBJETIVOS

En vista, del desequilibrio génico en el sistema HLA |en
diversos grupos humanos, es posible que ean la poblacidn mexicana
los antigenos asnciados. A4 AR sean distintes de las que |se
encuentran en otras poblaciones por tanto, se disefio la presjnte

investigacitn con los siguientes objetivos:

1. Identificar genes dentro del sistema principal de
histocompatibilidad que le confieran susceptibilidad | a

Artritis Reumatoide é mestizos mexicanos.

2. Idéntif}car los fenotipos serologicos de 1las moleculps

'clgae II en los pacientés con Artritis Reumatoide.

- .

"
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MATERIALES

METODOS




MUESTRA

Este es un estudio en 25 familias mexicanas [(grupo de personas
emparéntadas en primer grado: padres, hermanos y~/o hijos,
residentes en la republica Mexicana can al .menns tres
generaciones nacidas‘ Yy radicadas en Mexico segtn infarmacion
proporcionada por los familiares). que poseen al menns 1 caso
indice (Individuo mayor de 1B afios, que ingreso por la consulta
externa en €&l Area de reumatologia, que llena los criterins de
Ja ARA ({Associatjon Rheumatologist American )} para Artritis
Reumatoide del adulto) , Las familias fueron clasificadas seqgun
seleccion multiple inéompleta y seleccion completa. FEl disefio
experimental de este estudio es transversal, oabservacional, vy
analiticosdescriptive para comparar estas familias (enfermos vy
sanos) con peblacion general en relacitn a marcadores genéticos

del sistema HLA asociados a la nosologia antes citada.

TIPIFICACION DE MOLECULAS CLASE .I Y I

. .MATERIALES Y EQUIPO
'Jéringas'esteriles'

gujas esteriles

.

Pipptas graduadas (1 2 5 ln, 50 ml) |,

‘Pipetas Pasteur

R Jéringa Hamilton —dé'dieparo_constahtev(1ql)
Jeringa multiple Hami1ton de disparo ponsténte_(s ul)

:_‘Jeringa multip]e Hamilton de_dispérb constante fl ul)

v . - .
& ) . . .l ’

.
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Tubos Félcon,de-su m)

Tubos de vidrio , 13X100 ml

Tubos Fisher

Cajas Petri

Fibra de nylon-]éna

Camara de Newbauer

Balanza analitica

Microplacas para microlinfotoxicidad, Nunc
Vortex

Centrifuga refrigerada C0-500 Damon/JEC Devision
Centrifuga Fisher

Microscopio Invertido de contraste de fase {(Zeizz)
Microscopio optico ’ o

Negatoscopio

B. . REACTIVOS

1. HEPARINA
B8e wutiliza come anticoagulante, (1000 UI/ml) un volumen de

100 UT por cada 10 ml de sangre.

. 2. WEDIO RPHI- 1640

" Medir 950 ml de agua desionizada en un matraz ‘Erle@meyér,
aﬂadir el -contenido de un sobre del med1o -al agua; agiﬁa?i,
aﬂadir 2g de Bicarbonato de sodio. agregar ‘loslf50 -61

'.restantes de agua éesioni?ada Ajuqtar el PH a. 2 a._673"~‘
_unidades por arriba del pH deseado (7.35). Usar .NaOW o KCl B
N para anstar. Esterilizar por‘milliporow.de £0.227 .' 

_quardar a a4 cC.

e ] et EX P




3. FICOLL HYPAQUE
Ficoll 9% en agua destilada i2 partes
Hypacque 34% en aqua destilada 5 partes (Winthrop).

La densidad de la mezcla debera ser de 1.076-1.078

4. SOLUCION AMORTIGUADORA SALINA DE FOSFATOS (PBS)
NaCl 15.3 g
NaZHPD4 7.6 q
KHR2POD4 0.125 g
A, D, hasta 2 1tz

Llevar hasta pH 7.4 con HC1 6N

5. COMPLEMENTO

SELECCION DE LOS CONEJOS '

1. Los conejos deben ser de la raza Nueva Zelanda NZB
2. Deben estar libres de parisitos, si no, dehe hacerse un
programa para desparasitarles.’

;hn Deben estar libres de coccidia’

‘8. F1 . complemento para moleculas clase T se oabtiene. de

.

conejos de 1 1/2 kg ( 6-7 semanas de vida)
 §.“ El. complemento bara las moleculas clase 11 se obtiene

_de"conejdé recien nacidos LZD_diés)‘aIrededbr'de 500

., S grs,.’ -
o0 - e o A Lo
R :
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PREPARACION DEL COMPLEMENTO

-1, Los conejos deben ser sangrades a blanco por puncléon

cardiaca, ( debe evitarse traumatismo para evitar
hemtlisis).
2. La sangre recolectada debe colocarse a 4 C hasta que se
forme &) coagulo .
3. Centrifugar a 2500 rpm 15°' .
ENSAYO DE TOXICIDAD PARA EL COMPLEMENTO
Testigos
1. Celulas en medjo de cultivo.
2. Celulas en medio +.comp1ement;
3. celulas en medio + antisuero especifico +complemento
4. Este ensayo de linfotoxié;éad se re;iliﬁr cComo  una
tip;fica:kbn de HLA_(ver p ) ¥ se dehe deshachar el
complemento con citotoxicidad natural. '

5. Be alicuota el complemento y se guarda a —-70 € (dura 6

meses a 1 afio).

FIBRA DE NYLON-LANA

Se utiliza Nylon'marca-FenaweI, gsi no se cuenta con.  este

material se emplea fibra de-nylon “qeﬂanese“.'y se f%ata:;
1. Se lava la fiséa con ﬂci'iﬂ 3 veces ‘
?; .Se elimiﬁé'el HC1 con agu;,deétiléda. : :
3. Se lava 3 _veces con NaOH N

l.' éq.]aﬁa.ellégéeéo deu5i§a1i!cnn Aﬁn :l. .'.A'“'; -ﬁ':,
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., Se confirma el pH hasta gue el ultime lavado sea igual

‘al del agua.

6. Se paone a secar extendida en la estufa a 37 C

. FREPARACION DE LA COLUMNA

1. En caja de petrj se peinan 0.3 gr de N.L. con pinwas

o pipeta pasteur,

2. Se empacan cuidadosamente en una jeringa de 10 mil
revisando que este sea unifaorme.
MATERIAL BIOLOGICO
1. ° 20.ml de sangre venosa heparinizada
2. Erictrocitos de carnerc al 4% en PBS
3. Antisuérés de diferentes especificidades obtenidos e

diferentes fuentes

' TECNICRS

-A. SEPARACIOH D? LOS LINFOCITOS TOTALES POR GRADIENTE DF FICOLL—-

vagut-:

1} Se tnman 20 ml de sangre' venosa heparinizada
2. Se diluye hY-X sangre cen . un vo]umPn igual ﬁe PBS FPH 7.4

S,f Se colocan 15 ml de ficol] hypaque en: un tubo de 50 ml de

.
s - B - P . . . .
o T h - - .




PRS cuidadeosamente por las paredes del tubo,.

Se centrifuga a 2500 rpm 20' a temperatura ambiente

marca falcon y se le agrega la dilucién de la sangre y el

4.
5. Se asmpira con pipeta pasteur la interfase formada por la
capa de mononucleares Yy se pasa a otro tubo.
6. F1 paquete de mononucleares se diluye e; PHS y se
centrifuga a 1000 rpm 10' para eliminar plaguetas.
7. Se descarta el sobrenadante y el paquete se resuspende
en PBS y se centrifuga a iooo rpm 10
8. Se repite el paso 7
9 . Se descarta el sobrenadante y el paguete se resuspende
para ajustar a fix 10
10. Estos linfﬁcitos se pueden utilizar para la
tipificacion de moleculas clase 1I.
. rd
B. PURIFICACION DE LINFOCITOS T Y B . .
Par; la purlfiéacion de los linfocitos Ty B se utilizaron

tres técnicas diferentes; las tres ténicas por inmunoflorescencia

;uvierbn una pureza de 80-100% de linfocitos B .

" 'TECNICA DE NYLON LANA

‘1..

ml
.

que

todo el liquido penetre en el nylon. Inmediatamente. .

de RPMI+10%SBF se colocan en la co?umna'de'nann

previamente se ha

';acrivadn con 10 ml de RPMIT +ln\ SBF duranrozao';.

“hasta que

la

Z_GQSpqeﬁf se’ coloca la columna en poéi&ibn‘horizohtal. -

Los linfocitos previamente purificados y resuspendidos en. 2,-

lJavado con 5 ml. de RPMI ¥y se ha



2. Se jncuba horizentalmente 45' a 37 C
3. Se c¢coloca' la columna sobre un tubo marcade para los
linfocitos T y se deja escurrir el contenido.
4. Se le agregan por la jeringa 30 ml de RPMI + 10% SBF
5. Se coloca la columna sobre un tuho marcado para Jlos
linfocitos B y se le agregan 30 ml de RPMI+ SEF i0% frio.
6. Se centrifugan las celulas T y B a 1500 rpm durante 10°
Yy se ajustan a 5 x 10 /ml.
NOTA: Al comenzar la separacién se dehe alicuotar el RPMI
a 4 Cy ad7 C para que al momento de usarlo tenga la
temperatura deseada, no debe comprimirse el nylon lana
dentro de la jeringa por que esto da mucha suciedad a la

muestra.

SEPARACION DE CELULAS_B.POR_LIMPHO-KWTK

TECNICA COMERCIAL

Para la separacién de 0.5 a 2x10 de linfocitos B

1. Obtener de 5 a 20 millones de linfocitos totales a partir
de f]coll—hyéaque‘“

2: Pasar .el botén .de linfocitoé a un tubo de 1 ml marca

A fisqﬁpr y centrifugarlo a 1000 g por un minuto.

3. 'Aﬁédir;hﬂﬁ-ml de reactivo 1 y mezclar bien

a. ‘incﬁbgii'a'37 c pn; dna hora .en baﬁo.ﬁ;ria o incubédop y.

mezclar]o acasionalmpnfe )
‘51 Terminad& la incubacibn adicionar 0 2 de RPMI+ SBFlut y

centrifugar 2 minutos a 2000 rpm

Gots Descartar el sbn y agregar 0. 5. mi de reactavn 2 mezclar

L bien.--f,_“' o ; k T C



7. Centrifugar a 200 rpm dos minutos

B. Retirar el sbn y lavar los linfeocitos dos veces con
RPMI+10%x SBF, centrifugarlo a 10009 un minuto

9. Resuspender con 1 ml de medio el boton celular y contar
viabilidad en caseo de presentar celulas muertas remover
con DNAsa o gradiente de ficoll-hypanue.

RECOMENDACIONES: Estos reactives son utiles para los

siguientes tipos de muestras: diaheticos, Hedkin, canaer no

levcemico y donadores cadavericeos. Su uso no se recomienda en

celulas congeladasy muestras de mas de ‘dos dias.

SEPARACION DE CELULAS T Y B MEDIANTE. LA FORMACION DE ROSETAS

1.

-

6.

Se utilizan GHC‘de maxime 2 semanas de almacenamiento en
solucidon de Elserver, lavades tres veces con PHS ¥y
ajustades al 4x.
Los linfocitos ya purificados por Ficoll-Hypague v
resuspendidos en RPMI+10% S5BF a una concentracion de 5 x 10
son coloéados en caja'de petri e iﬁcubados a 37 C durante 1
hnrn (parn eJiminar macrofagos).
Posterior a la incubaciéon con pipeta pasteur se recolecta el
medio con celulas resuspendldo Y se enjuaga la caja con RPMT.
b4 este tambien es recolectado en el mismo tubo.
Se, cenérifﬁgan lag ééiulas ¥ se concentran a 10x 10 por ml
en RPMI+10% sﬁ?. '
5e le‘agrega la mitad de su - volumen en SBF

Qe agragan GRC ' en igua] cantidad qne 1as vn]umpn inicial e

.de’ la_cpncentracxbp de células.

35



10,

11

Se centrifuga en frio a 400 g 10:.
Se incuba a 4 C durante 12 a 18 horasl
se mezcla la suspension y se deposita un gradiente de ficoll-
hypaque {tado a 4 C)
Se centrifuga a 2000 rpm 20°'.

. El boton se resuspende en PBS y'se centrifuga 2veces a 1000
rpm 10°,

ENSAYO DE HMICROLINFOTOXICIDAD PARA TIPIFICACION DE ANTIGENOS

CLASE I ¥ IT

1. En cada uno de los pozos de las cajas con antisueros se
coloca 1 ul de la suspension de celulas T o B.

2. Las cajas conrlns antisueros para clase I se incuban
durante 30' y las micrnplacés para 105 clase II 60

3. Se agregan 5 ul del complemento de conejo_correspondiente
para cada molecula ( I y II) a cada pozo.:

4. Las hicroplacas para las moleculas clase T se incuban’
durante 1 hora y las de moleculas clase II se incuban 2
horas. '

5. Se agregan 2 ul de:eosini a céda'pozo,‘y se deja reéosar 3
a5'. ‘ .

6. Se agregan S5 ul de forma}ina;

7. Se lee en mic%oscopio ;nbertfﬁo ;;'se cue&fa.el nhﬁer;-dé'

células vivas ¥y muertas y los resultados se .informan de

- acuerdo a la sigUignte'relaCibn:“‘

4



% de mortalidad Numero

0 al 10 1
11 - 20 2
21 - ag 4
41 - RO 6
81 -~ 100 B

TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS CLASE fII

——FACTOR B (¥B) DE LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

SE A A L s e ELAT TR o . EE TP Tl LT TR Ts P Lt

El polimorfisme de el .factor B se determina mediante 1la

técnica de lnmhnofijacion Yy electroforesis en gel de agarosa. La

.electrofuresiu es de alto voltaje vy una vez finalizada, las

bandas dei]as proteinaé se fijan mediante anticuerpo esprcifica.
A. 'Equ;po

1. camqra.Deluxe para electroforesis Gelman Science,

2. TFuente de Poder Deluke Gelman Science

a. Bombaidé aguﬁ cireulante Thomas Scientific

4. ICentFifuga.C)—soo Damoé/ JEC Devision

s, B?lanzg ?qﬁltica Sartorius .

6. Agitador magnético -cen piatina de calentamiento

" an



B.

AL e kit b e, ST

MATERIAL

1. Rectangule de pelicula de plastico de 10 x 20 cms. (Gel

Bond Film Marine Calloids. Maine USA)

.2, Placas de vidrio de 10 x 20 cms

3. Marcos de plastico en forma de "U" de 1 mm de espesor.
4. Papel filtro tipo Whatman #1
5. Aplicador de muestras

6. Micropipetas de 15 ¥ 25 ul

7. sujetadores

REACTIVOS

1; Amortiguador de barbital y lactato de clacio Ph B.6
0.0D5M

2. Agarosa Sea-Kem Marine Calloids Maine USA. al 1% en

amortiguador de barbital

3. Solucidn salina 0.85%
4.. Gliﬁerol- ; -
5. Salucidtn de azul de-Coomassie al 2.5% ( en una

solucién 45% metanol, 10% acido atetico en agua
Metanol al 50% en agﬁa dgsbi]adh'més la quinta parﬁe
del volumen totai der acide acetico (Qn]ucibni
&enn]nranhé)‘
MATERIALZBIOLGGIcé
1. Plasm;'EDTA obtenidn de 5 m) de sangre
2. Alicuota de heﬁbé!obina_hhhana‘nnrmal.- : o,
‘3. _-Aﬁtinuﬂrpp'i'aﬁhiéfahtnr R Atlantic Antibodies.

Scarbnrough;.ﬂo ﬂSA)

Vo
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FE.

TECGNICA

1.

Preparacion del ge)l

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una
capa de glicerol, inmediatamente colocar 1a pelicula
de plastico y presionar para sacar 1as .hnrhujas de
aire. Posteriormente colocar el marce de plastico en
forma de  "U" el cual se fija a la placa mediante las
sujeradores, wuna vez lista la camara de vaciar 1la
salucion de agarosa caliente y se deja selidificar. Ya
que s& solidifica el gel, se guitan Jos sujetadores y
el marco de plastico, se seca con papel)l filtro 1a

zona donde se aplicaran nuevas muestras.

Aplicaciéon de las muestras
Con papel filtro whatman No.1 se seca aproximadamente
3 cm del final del gel (a travées de todo el qgel) donde

se aplican las muestras {(Citodo). Repetir el proceso 2

. veces. ,

Sobre el Area seca se coloca un aplicador plastico que
tiene perforaciones rectangulares para aplicar las
muesq;as (MASK) .~ Fn 1a primera y altima pérfnracionés

se dolobaﬁ aproximadamente 10 ul de hemoglobina A que

sirve como indicador y en las demas se coloca el mismo

.
‘

volumen de. cada muestra lalrededor de 10 muestras).

. 56 espera hasta gue ‘1as muestras se hayan absorbido en



-~ S5¢ incuba el gel durante 1 a 2 horas & temperatura ' -

especffipb anti-fB humano. -

el gel (aproximadamente 15 min.) Se quita el .excesoc de
muestra que no pepetrdéd con papel Whatman No. 1 se

retira &l aplicador de plastico (HASK).

Corrimiento de las muestras -
Las placas se colocan sobre bases enfriadas peor agua
circulante entre &'y 10 C. Para evitar al
sobrecalentamiento de agarosa.

Fl contacto entre el gel y el amortiguador alectrodo.
se realiza mediante una "mecha constituida por 4 hojas
de papel filtro Whatman Neo.1 { del mismo ancho que 1la
placa del- gel) perfectamente humedecida en el
amortigqador. lna de las puntas de la mecha se coloca
atras de las muestras y la otra a lcm del final del

gel entre las dos mechas dehe haber una distancia de

-

6.5 cm .

La superficie del gel se cubre con wun plastico o
vidrio pafa prevenir desecamiento v la elecrtroforesis
se lleva a cabo a 350 V 1[75 mA) - hasta gque Jla
hemoglobina haya; migrado Vhasté la, sequnda menhé

(alrededof de 3 horés).

Inmunoprecipitacien -
~Las bandas.del fB emigran en una =zona de 3 a 6.5 cm del

origen. . En esta =zona debe  aplicarse el - antisuero

ambiente en una-camara humeda horizonthi.h

s
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— Se enjuaga posteriormente el gel con agua destilada y se
cubre completamente la superficie con papel Whatman, el
cual ha sido humedecido con agua destilada. Esto; se
cubre ahora con aproximadamente 12 hojas de papel
secante tipo toalla. Se coloca encima una placa de
plastico ¥ un peso de 4 Kgs. -

~ Se remueve despues de 10 min y se guita el peso y el
pqpel. Posteriormente el gel se enjuaga durante toda la
noche en 1 litro de solucitn salina para remover restos

. ¢le proteinas inespecificas.

- Enseguida, el' gel se lava en aqua destilada durante 20
min , se seca al aire libre o aplicando calor.

- Se tifie la placa durante 10 min con solucion azul de
Coonasie.

- Se destifie 1la placa con la solucion. .decolorante hasta

obtener el mejor contraste.

- Se deja secar el exceso de metanocl a temperatura
amhiente.
- Se lee la placa.
Las variantes electroforeniéas obtenidas se muestran en la figura

L) -

TIPIFICACION DEL FACTOR-C& DEL SISTEMMA DEL COMPLEMEHNTO

El cuarto componente del qomplgmento'cnmes;codificado‘pnr dos .
loci cercanamente unidos entre si '8 localizados entre los loci
HLA-B ¥y HLA-D en el brazo corto de]'.crnmospma 6 - humano.:'ﬁa

n"l
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FIGURA B POLIHMCRFISHD DEL FACTOR B DEL SISTERA DEL COH-

PLEMEKTO
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En esta figura se muestran Jas cuatro varlantns del factor B

obtepnidas por electroforesis de alto volitaje. Cada varlante

"presenta un patron de tres bandas: una banda central gruesa

y dos bandas mads tenues localizadas en la parts superlor e

inferior de 1a banda grucsa,




electroforesis seguida de inmunoprecipitacién y tincion de
nuestras de plasmas con EDTA, previamente tratados con
neuraminidasa para eliminar el acido sialico, revela gue cada

locus de C& ( CAaA ¥ CAB) son altamente polimébrficos.

TECNICA

1. Desialacion

- 10 ui de la muestra se mezclan con 2 vl de neuraminidasa
Yy se colocan en un sistema de dialisis continuo durante
18 horas a 4 C. ‘

2. Preparacion del)l gel de corrimiento

- Se cubre una placa de vidrio de 26 cm x 12.5 cm con una
solucion de agarosa al ').4% en agua destilada, se deja
secar.

- 8e forma un molde colocando encima de la placa anterijor
una segunda placa de plastico siliconizado de Jmmn  de
éspe;nr. se maniieneh juntas las placas mediante clips
méqa!icpsl

~ Se yierté 1a solucion de anrosa de corrimiento paré ca
;Pn'chiienpe; “dentro del molde y se deja solfdifica}, se
':éella‘perfectamente él ﬁofde con envoltura de plastico yf'
: selplﬁacéna en refrigeracidn hasta su uso.
_:':Cl‘}§11caqioﬁ dé‘]a'muestra
'24-‘S€i feéﬁég el excesoAée égua del gel de corrimiento,.

‘‘colocanda . 2 ‘veces sobre el una tira de unes % am. de.c.



ancho de papel filtro Whatman No.)
—~ Se coloca el aplicador pladgtico para muestras (MASK), de
tal forma gue las muestras quede. a unos 2 cm del extremo
. final del gel.
— Se golocan 7 a 10 ul de muestras dializadas en cada ranura
del aplicador. .
- Se coloca una muestra de HhS al final vy al principio
como marcador visual,
-~ Una vez que las muestras estan a una distancia de 10.5
cm.1l gel, se retira el aplicador.
D. Corrimiento electroforetico
-~ Se coloca la placa con el gel en el equipo e
electroforesis, con las muestras en el catodo
~ Se wutilizan 5 hojas de papel Whatman No.1 ( del tamalio
de la placa del gel) ¥y se colocan-en.el_-amortiguador de
corrimjiento |, ¥ en el anodo tambien se hace lo mismo.
ﬁuedand; entre las dos mechas una distancia de 10.5 cm.
-~ Se cubre Ja placa para evitar desecamiento del gel y =ae
ajusta lé fuen;e_de”poder a una corriente constante de
65 mA (300-350 volts) y‘ﬁe deja ei corrimiento.hasta que
ei .marcadoﬁ-de la ﬁbs ha alcanzado el extremo opuesto’
{4-5 horas). l
E.'Inmunoéfgciéitécibn'
- Se diluyen 0.4 ml de antisﬁerdp anti-C4 humano con 0.6
ml de s&luc{on sglina,: -
'_252 disﬁriSQyé, larsoiucibn de antisﬁéfo en un ‘néa  §2 -
5'cm.gn el ééﬁtfa.del qéi;‘ '.:'_' e ';L'- .
- Se iﬁc;p;:GQran§§ {_%-i E;FéfuénfEAm;ra‘humedq%-'

.
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—~ Se enjuaga cuidadosamente el gel bajo un chorre de agua
— Se cubre el gel copn una hoja de papel Whatman No.l
humedecido con AD , seguido de 10 hojas de papel

absorbente tipo teoalla y una placa de vidrio o
plastico. 5e coloca encima un peso de - 4 Xgs. se
deja asi 10 Min.

-~ Se enjuaga el gel en solucitn salina durante toda la noche

- Se lava el gel en agua corriente durante 20 min

— Se seca el gel.

- Se tifie el gel seco con azul de coomasie

~ Se decolora hasta alcanzar un contraste optimo

Los patrones-de bandas obteridas se observan en la figura #9
TIPIFICACION DEL FACTOR C2 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El polimorfismo del segundo componente del complmento puede ser

' detectado despus de isocelectroenfoque de muestras de plasma o
suero  en un gél de acrilamida seguido por 1la aplicacibn' de un
feéuhrim;éntq hemolitice funcional. La l}sis del -coﬁpleﬁento
bcurre-..en .el' sitio que contﬂene ) éqictrocﬁtos de..carneﬁo“
JSEnsihiljiados ¥y @oéos los componentes del complemento, excépta
.bz,_ésafse}a Ja posicfbn de 1la proteinﬁr

. TECNICA "

5,_.Prepérac}n " de 1a solucibn de erictrocitos de cérnero.

e L "‘sencibilizados’ -

'-ZSé'“toman_ 20 ml de g(jchﬂpcitpsidé ca}nefpxallini

DU e -aa ' T ' T '----:~-}Tﬂ
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- Se lav

an 4 veces con solucidn de VBS-EDTA 0.D1 M a

2000 rpm durante 10 min,

— Se¢ lavan 4 veces a 2000 rpm durante 10 min con

solucio
— Se resu

celulas

- En  unpa

de la

n de GVB lagarosa-VES )
spende el pagquete celular con GVB ( 1 parte de

a 10 partes con GBV).

celda de espectrofotédmetro se adicionan 0.1 ml

suspension celular ¥ 2.4 ml de agua destilada

— Se ajusta a cero con un blanco de AD

- Sea lee
de onda

—~ Cuando
celular
para la

a lac

féarmula:

Lectura obtenida

la concentracion de hemoglobina a una longitud
de 541 nm.
1a labsorcibn es de 0.420, 1la concentracion
es de 1x10 celulas/ml. El rango de aceptacién
concentracion es de 0.40-0.43 nm. para.llegar____
oncentracidn requerida se utiliza la siguiente

Volumen de la ) .
X - suspension celular = volumen Al qué se dehe
: dehe 1llegar

- Se incu

- Los eri

B. Preparaci

concentracion
0.820 :

ba 15 min a temperatdra,ambienté,i, ' .

ctroclitos sensibilizadas se.guardan é 4 C : .

bn del gel . . : '.? o :. .

v ..

- Se coloca sobre un vidrio dP 20 5 em x 15 cm, un.maréo

de p]ést1co siliconi7ado de lmm dn eqpesor y 0 5 am de

ancho.

. -
. 2 . P

(el marceo cubre 3 ladosJ Enc1ma de este ﬂltimo

a5 Ta



se coloca un placa de plastico siliconizado de las
mismas dimensiones de el vidr;o. Se mantienen las
placas juntas con clips metadlicos, de tal forma que se
obtienen una camara de 1 mm de espesor, on un AXtremo
abierto.

— Para hacer el gel se combina solucibn stock de
acrilamida. 26.5 ml anfeolina 1.5 ml de solucion de
riboflavina 7 ml

— Se vacia la mezcla con la ayuda de una pipeta de boca
ancha v se deja polimerizar el gel bajo una lampara de
luz fluorescente durante una hora.

- Se enfoca el gel durane 18 horas,. o hasta que 1la
.qgrriente haya caido a 2 mAsgel.

E. Ensayo hemolitico funcio&al
.”;Despues_ del electroenfoque, se enjuaga el gel en  una
solucién de yodureos durante 30 min. a temperatura.
ambiente.
~ S5e vacia ' la selucion de yoduro y se enjuaga el gel
_durante BD.min a temperaﬁura'ambiene en 500 ml. de la
solucien .{]e VBS- Ca , Mg . '
-'Desphes'dg enjdiQar_}a placa éonzel gel, se coloca un
marco ae met de espesoar y uﬁ vidrio de 20.5 cm x 15 cm
-y‘;e'éija con clips. . A C
.= Se uhace, 1a siguiente mezcla y se vacia en 1a camara
.anééf}br'Soluqioﬁ UhS'CéF Mg 7.5 ml, agarosa al 2% 7.5
m;,' soibcioh.‘pe e:ic;rpcifgs sencibilizados 0.75 ml,
iéhﬁrﬁf&eficiéhte'én‘C2 0.2 ﬁi. l

AR



~ S5¢ incubsa el gel durante 1 hora a 4 € y despues a 37 C
(durante 2 a & horas) hasta gue las bandas de la lisis
aparezcan.

~ 5e separa cuidadosamente los vidrios gu forman 1a camara
Yy se coloca el gel en un vidrio }limpio.

~ S8 obtiene solamente la capa de arictrociéos Y se lava
en una solucin gque contiene 304G ml de PRS ¥y 3 ml de
gluteraldehido. Se enjuaga 30 min. Se deja secar a

temperatura ambiente.

Los patrones obtenidos pueden verse en la figura #1310

POLYMORFISHO DEL SEGUNDO COMPONENTE DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

FIGURA 10

I

C2B cac
Inicamente se mueé;ran las dos variantes mas comunes de ©2 (G2B
y -G2ac) constitujdas cada unag pof un patron de tres bandas.( )

- e :4.‘-7. :



- Se incuba el gel durante 1 hora a 4 C y despues a 37 C
(durante 2 a 4 horas) hasta gue las bandas deAla lisis
aparezcan.

— Se separa cuidadosamente los vidrios qu forman la camara
Yy se coloca el gel en un vidrio limpio.

- Se obtiene solamente la capa de erictro:it;s y s& lava
en una&8 solucin que centiene 300 ml de PES y 3 ml de
gluteraldehido. BSe enjuaga 30 min. Se deja secar a
temperatura ambiente.

Los patrones obtenidos pueden verse en la figura #10

POLIMORFISMO DFEL SEGUNRD COMPONENTE DEL STSTEMA DEL COMPLEMENTO

FIGURA 10

cC2B - s c2c
tnicamente se muestran las dos variantes. mis comunes de G2 (G2B
y C2C) constituidas cada una por un patron de.trehrhéndas,( - )

. . L - . . .
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ANALISIS ESTADISTICO:

Ef diseho del estudio es transversal (es decir la
tipificacién del HLA clase I, I1 y III es unica), p;opectivo [ la
lectura o recopilacion de los datos o variables se hizo
prospectivamente)}, ohservacional (se observo la estructura
genetica en el sistema HLA, no se introduce ninguna maniohra
experimental) y analitico/descriptivo (se busca asociacion o
relacion de causalidad entre herencia y patologia y describe los
haplotipos que 1luego -se'_analizan ), comparativo por  qgue
contrastan en una misﬁa familia afectados, portadores y sanos len
relacion a haplotipe) ¥y los pacientes con la poblaciotn general.
Para el analisis estadistice se usaron las pruebas de:
= X cuadrada .

La comparacibn entre dos grupos de estudio en funcion de dos

caracteristicas independientes, se efectua generalmente

"mediante tablas de contingencia de 2 x 2

Grupo A Grupo B
e > b atb -
Caracterisnica
. - c . d ' c+d

L * Lol



ANALISIS ESTADISTICO:

El.diseﬁo del estudio es transversal (es decir 1a
tipificacién del HLA clase I, ITI y ITI es unica), pr;pectivo [ 1a
lectura o recopilacién de 1los datos o variables =se hizo
prospectivamente), ohservacional {se abserve 1a estructura
geneftica en el sistema HLA, no se introduce ninguna maniohra
‘experimental) y snalitico/descriptiveo (se busca asociacion o
relacion de causalidad entre herencia vy patolegia y describe los
haplotipos que luego se analizan ), comparativo por que
contrastan en una misma familia afectados, portadores y sanos (en
relacion a hapletipo) ¥ los pacientes con la poblacidn general.

—-Para—el_analisis estadistico se usaron las pruebas de!
- X cuadrada
La comparaciéon- entre dos grupos de estudio en funcion de daos
caracteristicas independientes, se efectua generalmente

‘mediante tablas de continqéncia de 2 x 2

Grupo A | . Grupo B
' + a . b a+b
Carncteristicﬁ:
- c =] c+d
' a + c b + 4 N= a+b+c+d

—— " i ————— A —— —— T T} oo W T T — — T —————————— -
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Para poder establecer la probabilidad de que amboas qgrupos
difieran ouno del otro en forma significatiuva, ¥y gque su
varfacion no hava sido sdlo debida al azar, la tabla de 2x 2

2
se evalna mediante la prueba estadlistica X

(a+b) (e+d) (a+c) (b+d) .
] 2

Si el valor obtenide de la prueba de X implica un valor de “"p*
menor a 0.05, 1la hipntesis nula que die lugar a Ya comparacion
se rechaza. Un valor de p ¢ 0.05 significa que an menos

de 1 en 20 casos se Eomete error al rechazar la hipotesis nula.
El wvalnr de “p* se obtiene el interpolar en tablas de
distribucieon X elzvalnr numerico de X en fu:cian de los -
grados de libertad de la prueha.  Para todas las fablas de
contingencia de 2x2 se considera un grado de libertad. Si las
cifras esperadas en a, b, ¢ 6 d fueran menores a 5, la pruebha
. 'de _xzdeja de tenér validez y se debe u;ilizar en este caso la

. prueha exacta de Fisher que nos da directamente el valor de “np"

f = (a+b)! (c+d)?! (a+c)t (b+d)!

at bt et dr N?
F1 valor de P fue correqgido pof el numero Ae -especificidadég
usadas. Se calculse el riesqo relativo.RR para cadés ahtidenn‘
k.é;taaisticamente sigﬁificativo. - ‘ ‘ .

. . o 38 x c -
- i BR = ———comemmee— Cet et em,

- 50 R



RESULTADOS

Se tipificarén 25 familias gque incluyeron 29 pacientes con

artritis reumatoide definida 6 clasica El grupo consistio de 25
mujeres (89.2%) vy 3 hombres {10.7%). En los cuadros #B-12 se

describen los haplotipos de los pacientes con AR, sus familiares,
v controles tomados de estudios de familias sanas. En las figuras
# 11 - 35 se presentan los arboles genealeogicos correspondientes
a cada familia. Las letras a y b corresponden a los haplotipos
paternos y las letras ¢ y d a los haplotipos maternos, estos
haplotipos son asignados en base a las tipificaciones de todos
los miembros de las familias , excepto en las familias # 11,34
en qgque solo se describen los dos haplotipos del paciente - y se
plantea la posibilidad de un estudio longitudinal,

En las figuras # 36, 37, 38 y 39 se ;aéstra ia frecuencia
de los antigenné para.los loci A, _ B, DR y para los complotipos,
es necesarip citar que algunos antigenos dada su baja frecﬁencia
debido al alto polimorfismo de este sistéma se graficaron en

conjunte como "otros". ‘En. el cuadro # 13 se presentan los

antigenos del MHC estadisticamente significativos y su riesg&

relativo . Ei Al se encuéntra.incrementado en los pacientes® con
-4 respacto .a los conhroles (Pc<3 5 x10 ), ;este date es wmuy
llamative, sin embargo se debe tumar con mucha cautela pér‘jdée
los antiqUPros de tipifncac:ﬁn uqadus ‘en los controles dan mayor
'especificidad en reactividad cruzada, 10 que crea un sesgo én'ins
resultados. .

El B8 presentd un RR. de’ 8:7° ',y .el DR3 se"enpnntro



significativamente Jncrementado en los pacientes con respecto a
los familiarfes+controles (P<0.025) que ne fué significativo al
corregir por el numero de especificidades usadas, a pesar de estd
presenttd un RR 4.3. 5Se debe tener en cuenta que el Al, B8, LR3
formé parte de _un haplotipo extendido caucasice y gne este
desequflibrio de ligamiento aunque no esta significahivo con
respecto a los controles su frecuencia es de B8%.

FEn =1 mismo cuadro la frecuencia del HLA-DR2 fue mayor en los
pacientes que en los familiares ( P<0.05) , sin embargo en los
esta significancia ne persistice al carregirse la “p*, este
antigeno presento un RR de 3.4 para la enfermedad. Fl DRwhd, que
se seqgrega en desequilibrio con el DR4 y DR7 se encontrs mucho
mas frecuente en los pacientes que en sus familjares (P<¢0.025, Pco
no significativa) y RR 2.8, no se reportan los datos de los
controles porque son—insuficientes.

Contrastando con estos resultados el DR! y DRB se encuentra
con mayo; frecuencia en los - pacientes ¥ controles
respectivamente, dande con ello un" efecto protector® en estos
grupos con-respechs a la AR.

La combinacion de los alelos del complemento (complotipos no

mostro diferencias- significativas en los’ 3 grupos, el FBxF

presento unn frecuencia muy alta en los pac1entes con respecto a

6 los ' 2 grupos control (Pc¢ 3.5 x 10 ) y scabe sefialar que FC31.

.

tiene. una fracuencia en AR de 6/53 (o 113) mucho mayar que en

familtareﬁil/aS.[0.0gB] v controles 1,51 [0.0191. El alelo nulo

&n. C4A muestra un incremnnto no significatiuo‘al ser corregido

"-(P(O 0s5) en log pacientes con respecto a los grupos control .que

Y

“es:,impprtante dada la alta frecuencia de a]elos.'nu{ns, én:'la



poblacidn estudiada mexicana.

.

En la figura # 40 se presentan los fenotipos DR de los
pacientes (A) y de los familiares(B), en las qgue se puede
observar la alta frecuencia de fenotipos marcados por el antigeno
DR4 en la poblacion estudiada y la diferente combinacion con al
cromosoma homologoe en los pacientes { con DR3 y DR7 ) y en los
familjares [ con DR1 y DR5).

En el cuadro # 14 se enlistan segun la frecuencia mayor de los

pacientes en DR la combinacidn con el locus A y los complotipos.

. N +
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a/b

FIGURA # 11

FAMILIA No.1

b/d

A)
B)
C)
D)

e/d

b/d

ale

A9 B16 DRY DOw3 DRwS3 SCU2
A28 B7 DRY DOw3 DRwS3 SCOT -
A10 B39 DRU DQW3 DRwS3 SCh2
A9 B12 DR8 DQx DRw52 SC31



.a7b

FIGURA # 12
FMILIA No.2

A)
B)
C)
D)

A
A3
M

‘A

c/d

Bx

alo
B4
B17

DR5

DR

DR1
2liy

FC31

DQ3

5C32,0 DQL

5C22
SC31

DQl

Doz

DRwS2
DRwX
DRwX

DRwS3



FIGURA # 13

\ S FAMILIA No.3

a/d

A) A2 B12 DRM FCO1 DQ3  DRwS3
B} A2 BT DRx SC37 DQX DRwX '
C}) A2 B12 DR7 FC31 DQ2  DRwS3

D) A9 BUO DR3 SC31 DQ3  DRwS2




FIGURA # 14

FAMILIA  Ho. 4

T
o
L4b-

asc

A) A B8 DR3 FC30 DQ3  DRws2 .
B) Ax DBI5 DR2 SC31 DQL DRk




A

FIGURA # 15

" FAMILIA No.§

A)
B)
c)
D)

A2 B51
A3 Bx

A2 B12
A28 B27

DRS
DR2
DRY
DR1

5C20
SC31
8C32
SC31

DQ3
DQ1
DQ3
DQ1

DRw52
DRw53
DRw53
DRwX

M



R [,

FIGURA # 16

FAMILIA

No.6

a)
B)
H]
b}

b/e

A1 B5 (51)
A1 Bx
A28 BlO
A9 BNT

DRI DQw3 DRw53 SC31

DR5 DQwW1 DRwWS2 SC30

PR3 DQ3 DRw52 SCO1
DRS DQ1  DRwS2 se)1




A . : FIGURA # 17

FAMILIA No.7

a/b

“B)
c)
D)

A1 B8 DR3
A2 B35 DR
A1 B12 DRY
A11 B51 DR6

sch2
SC30
FC31
SCo1

nQ2
paL
nqQ3
nqt

e/d

DRw52
DRwX
DRwS3

DRw52



FIGURA 4 18

- o FAMILIA No.8

- a/b c/d

a/c

a/d ' » ~

b/d

M 82 BSO DRI 5031 DQ3 Dws3
B) A28 B62 DR? SCH2 DQZ DRwS3
o C) A28 BYO DRT SCH2 DQZ DRwS3
D) A11 B13 DR9 SC31 DQX DRwX




FIGURA # 19
FAMILIA No.9

a/c
a/c

A) A1 Bl12(44) DRT FC31 DQ2 DRw53

¢y A9 B16 DRU SCO1 DQ3 DRwS3



a/c

AR. -

a/c

" FIGURa H 20

FAMILIA HNo., 10

A)
B)
C)

A9
A2
A9
A2

B15
B51
B39
B39

DRY
DR5
DRY4
DR1

SC31
5C31
S5C31
schz

DQ3
DQ3
DQ3
pQl

DRw53.
DRwS2
DRw51
DRwX



d/b

FIGURA # 21

FAMILIA No. 11

. ' 1/

C) A2 B5! DR3 5C31 DQ2 DRw32
D) A9 BYO DRA  S5C31 DQ3 DRwS3



AR,

FAMILIA No.12

FIGURA # 22

A)
B)
C)
D)
E)

A

Ax
hx
Al

B8
Bx
Bf

B18
p18

DR3 scl2
DRY  SCO2
DRYU  SC31
DR2  SCi2

DR3 F1 CD

D3
Q3
Q3
DpQl
DQ3

DRwS2
DRw53
DRwS3
DRwX

DRw52



A.R

FIGURA # 23

FAMILIA No.13

a’/b

a/c

A)
B)
c)
D)

" A28

Al
A2
Atl

B5
B5
B27
BhO

DRY
DRS
DR7
DR1

o/d

5C30
5c31
5C30
5C31

a/d

DQ3
pQ3
Q2
Q1

DRwS3

- DRw52

DRwS3

DRwX



L i o _ FIGURA 4 24
a - S ' FAMILIA No. 14
Y

c/d

c) A2 B39 pRi sc31  Da3 DRw53

p) T+ B16 DRg HC11 pQX DRwX




L L FIGURA # 25

FAMILIA No.15

a_/c

b

c.

!

"b/c
b/d , _
A) P35 DRY SCH2 'DQ3 DRuS3 .
- B) B5 DRI SC30 DQ3 DRwSZ .

c) B35 DRz SC31 DQl DRwX

D) pi7  DRW SC31 DQ3 ' DRuS3




FIGURA & 26

FAMILIA MNo.16

- ate

a’‘e
A A28 B5  ori pow3 DAws3 5C31
B}
AR,
c) A3 BY8  DRT POz  DRws3  scoy

D} Ax . DRS DQ3  Dhws? —_




AR

FIGURA # 27

FAMILIA HNO. 17

1

reme——

ala
p At BT
gy Az B2
¢ h2 B

p) A28 B12

pps  FC32 DY

‘bRt FC32,0. DAL
~ - "\

oa  FColl DQ3
o5  FC30  DQ3

Rl )}
1

DRw53
¥yt
pRwX
ot '\ .
ORwS3

©OURWS2, .
r. o



FIGURA # 28
S
FAMILIA No. 18

————aar
per——

Ay A Blz DRI . FC30 DQL DReX
) a2 B1B . DAM  SC31 DRI DRWS3 ..
. R o} oo - e
c) A1 Bi2 DS 8C32 DQ3 PRS2

- o _ ; .
5) A2 Bis Dpag ScH2 DQX  DRwSZ
N o '



FIGURA # 29 l
't . .
FAMILTIA No., 19

\.

Ai A1 'B17  Dns

¢! M BIW DR2

D} A1 B3 DRT

SC61

SC31

. e

sc3i

pQl
DQ2



FIGURA # 30

FAMILIA No, 20

-

A) - A2 pi2(in)y DR7  FC31  DQ2
. B Ax |B37' '  DRS sci1 bos
tn.n. c) a9 [B bRt scet b
D) AS (B&(51) DRz SO31 ooy
' A W x;

a’/b

c/d




FIGURA # 29 l
't . .
FAMILTIA No., 19

\.

Ai A1 'B17  Dns

¢! M BIW DR2

D} A1 B3 DRT

SC61

SC31

. e

sc3i

pQl
DQ2



AT N : o , FIGURA # 32

SR © FAMILIA No. 22
) e/d
l: 1
. a’/e
Al A1 D35 DR3  SC32 DQ3 DRwS2
B)
: ‘AR, i
- C) A3 B35 Di5 SC61 DQI DRwS2 .
D} A1 B?7 DAY S5C31 DQ3 DRWS3:
:‘. "‘,' , . l';t' R ' .‘-.-:;f':‘

- asde WITTIA



AR.

a/b

FAMILIA No.23

GRAFICA

33

A)
B)
c)
D)

Al

B8

A28 B7

Al
Al

B35
B16

DR3
PRY
DR7
DR6

e/d

3Co1
SC31
SC32
SC30

a/a

DQz DRws2
DQR2 DRw53
DQ2 DRws3

DQ1 DRws2



e/d

FAMILIA f 24
GRAFICA # 34

a/b

a) A2B12 DR4 DQ3 DRW53 5031
b) AQBS DR4 DQ3 DRW53 5C31
c) AZBM DRl DQl DRWX sC3l
d} A1B15 DRX 5C31




GRAFICA No. 35
FAMILIA NO.25

ale

a) Al B8y DR7DQ2 DRwE3 SC42
e} A2 B35 DR4 DQ3 DRwH3 5C32
a) DR5 5C31

“AR :



BHAPLOTIPOS AFECTADOS POR AR

CUADRO # B

no DRw FB €2 CaA Cah

DR

FAMTLTA

53
53
53

28

3]

27

13

16
39

53
52

10

53
52

12

15

[yl

s Cm

52
53

51
12
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15
£
2

- N

24
3

53

12
40

52
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HAPLOTIPOS AFECTADOS POR AR

CUADRO #9

FAMILTA A B DR DO DQw FB C2 C4Aa C4B
15 X 5 3 2 52 s C 3 D
15 2 40 2 1 X 3] o 3 1
18 1 12 1 1 X F C 3 o]
18 1 12 5 3 52 s C 3 2
22 1 35 3 2 52 5 c 3 2
22 a 35 . 5 3 52 5 C 6 1
23 1 8 3 2 52 5 c o 1
23 1 35 7 2 53 5 [o4 3 2
25 1 B 7 2 53 5 c ) 2
25 2 as 4 3 53 5 o4 3 2
8 2 S50 4 3 83__.__85___C.. a 1
B 28 40 7 2 53 8 o4 4 2
12 1 B, 3 2 52 s cC 4 2
12 X X a 3 53 5 o4 3 1
14 2 as 4 3 53 s c 3 1
14 X 16 9 4 X 8 c 1 1
11 2 51 3 2 52 5 [ 3 1
11 5 an 4 3 53 ° 8 c a 1

Na= . 54 5_4' 54, . bh4 h4a, 54 54 54 54
* Suma de los cuadros #B y #9
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HAPLOTIPOS FAMILIARES NO AFECTADOS POR AR

CUADRO #10

FAMTLTA

DRw FB (€2 C4A  CA4B
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HAPLOTIPOS CONTROL

CUADRO #11

DRw F8 cz Can CaB

DO

CR

21.!1.11.1]11.11111101.3]11111112112212112

4n03333003132333332323031303033434304
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HAPLOTIPOS COHTROL. . .

- CURDRO 12
A B DR Do DRw F8 c2 Caha Can
2 a5 a S C 3 1
2 16 2 S [ 3 1
2 16 2 S C 3 1
2B . 41 5 5 c 3 1
X as 4 s C 1 1
2 4B 6 S o4 2 1
N 3e 4 ¥ C 3 3
28 15 4 S c 3 1
28 14 1 s C o 1
10 34 4 -] Cc 2 1
2 3h B S B 3 &4
5 39 4 s Cc 1 1
28 41 5 s Cc 3 1
11 35 1 S C 4 2
N*=5] 51 51 2 2 51 51 51 51

Nx -Suma--de-—Y}os cuadros #11 y 12



FIGURA 36

| FRECUENCIA DEL ANTIGENO A EN AR, FLIARES Y CONTROLES
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FIGURA 37
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FRECUENCIA DEL ANTIGENO B EN AR, FLIARES Y CONTROLES
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FIGURA 38

| 'FRECUENCIA DEL ANTIGENO DR EN AR, FLIARES Y CONTROLES | -
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FIGURA 38

[FRECUENCIA DE LOS COMPLOTIPOS EN AR, FLIAR Y CONTROLES |
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ESTA TESIS WO DEBE
SAUR DE LA BIBLIOTECA

2
CUADRO # 13 X Y SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE LOS ANTIGENOS

RIESGOS RELATIVOS DE ANTIGENOS DEL MHC PARA AR

Vs F+C RR

E

ANTTGENO P Vs F P vs . C P
2 2 2
X P X P X P
5 s
A1 2.80 —- 13.99 5X10° 164.2 1%X20 xx 2.3
He 3.59 —- 2.51 —  *5.35 0.02% 8.7
DR1 5.42 0.026 0.88 _— 0.5 — —
DR3 4.36 0.05 3.38 — 6.22 0.025 4.3
DRA 3.6 0.05 1.5 - 3.82 -— 3.4
DR8 3.08 - 16.3 0.001 52.0 rom —_
DRWS3 . 5.05 ©.025 DI DI DI DI 2.8
FEXF 5.9 <0.025 7.7 <0.01  35.7 P
c4AQD 3.15  -- i.2 0.05 4.19 0.05 R
. -3
Pc¢ 1.75 x:10
-2

"o Pc¢ 3.5 x 10 “efecto protector"

. S -a
*x Pec 3.5 x 10
-+ NO SIGNIFICATIVO

DI DATOS INSUFICIENTES
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CUADRO #14 LISTA DE HAPLOTIPOS DE LOS PACIENTES FN BASE A LOS
HLA-DR MAS FREGUENTES
B DR COMPLOTIPO # B DR COMPLOTIPO
5 a sc31 3 15 4 5C42 3
12 4 Fcai 1 12 & scat 1
12 4 5C32 1 12 4 FCol 1
15 4 sca1 1 a1 4 FCo1 1
18 4 5C31 1 as 4 scaz 1
50 & scat 1 X a sca1 1
8 3 FC30 1 B 3 sca2 1
8 3 5C01 1 40 3 sea 1
a0 3 FCo1 1 s 3 SC30 1
as 3 scaz R a2 9 Fcal 2
18 7 scol . 1 35 7 . Sc32 1
8 7 sC42 1 40 7 sca2 1
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DISCUSION

Es - importante el hecho de gue 3%% de Jlos pacientes con AR
tirnen el HLA-A1l en contraposicion a lo encontradden-la pohlacidn
ﬁnrmal mexicana que fué de 10% (Pcc¢3.5 x 10 ;? Este antigeno
es igua]mﬂn;e raro en la peblacidn indigena maxicana, Y
probablemente, rafléja mezcla genica, ningun otro alele de este
locus fue diferente en los tres grupos a comparar .

Con respecto al HLA-B resalta la proporcion elevada del
antigeno BR que no se encuentra en los familiares estudiadoes y su
frecuencia en la poblacitn normal es muy baja coincidiendo con 1a

reportada en otros estudios realizados en mexicanes. También es

importante el hecho de que el 15% de los pacientes fue HILA-R12

que al compararlo con Jlos otros dos gqrupas no resul o
significativo, esto - probablemente se deba al polimorfismo
particularmente alte de este locus .. otro antigeno importante es

al His, reportado con mayor %récuencia en caucasicos , en este
estudio en particular_ no presentﬁ, diferencias con famillares y
bontroles;:‘démostrando con elle, que se debe tener eﬁ cuenta 1a
genética de poﬁlacién,' en este tipo de estudios. Fn mexicanné se

deben . generar @étos :éropios parél conocer la ﬁﬁediéppsicibn‘
genetica de enferﬁedades, va estudiédas en otrns grhpns humanos.
Finalmente ei 'HLA-Bjﬁlgué‘es-muy comin en la énblaqioa_ normal
mexicana aqui résults en una dism{nuctbn de su frecuencia, aun
. cuando éstA'Qé ﬁuerestadisticamehte signjficatiﬁa' prbbabieﬁgnte,.

por el ‘tamaRo de'la muestra. -

[N



Especial atencién merece el analisis de los antigenos de las
moleculas clase II, ya gue se encontrarén diferencias importantes
en varios de ellos, En primer lugar, el DR4 es un antigenoc gue
si h{en ¥a Sse conoce gue esta aumentado en 1a mavoria de las
poblaciones , en los mexicanos es al antigeno mas ;recnenhe del
HLA-DR en la poblacién normal, ¥ al resultar estadisticamente
significativo cuando se compara con los familiares conselida la
nocitn, de que en los individuos qgue lo poseen reside el tactor
genetice mas importante para el‘desarrollo de esta enfermedad,
principalmente, porque este antigeno rebasa las bharreras estnicas;
Yy segundo, porgue mundialmente la poblacidn mexicana es de 1los
qrupos donde el DR4 es mas frecuente. FEste hecho sugiere,
también, que los mexicanos es un grupo idoneo para investigar el
papel de los - subtipos-de DR4 en la salud y enfermedad., Ya que la
poblacién mestiza mexicana,
tiene 56% de genes indigenas (Lisker Yy col) y la frecuencia del
DR4 en indigenas exs mas alta que en todos los grupos hasta ahora
estudiados incluyendo la poblacinon équi analizada. lL.aos
résultadoé de este estudié_ sugieren la partiéipaciﬁn . el
cromosoma . hoﬁé]ogo en. los individues DR4, ya que a pesar de 1a
Altn‘ frecuencia de este antigeno-la de homocigotos para el es
fiﬁferiofl a la. esperada - de ‘hechg saolo 3,28 pacientes- son
_ homacigotes, Es interesante lo ghcontrado en los -tres varones
.aquif}nélp}ans,se sahe-que la AR se‘bpesenta—cnn maypr'frecﬁencia
en 1la. mujer,-__y.estos tres pacientes tuvieron en s; cramosoma
"--‘hnmolqéb' 2 (DR&/DR7) y 1 (DR4/DR&) y. We conoce que estos
aﬁgig&ﬁod.ﬁgtgnten desequi]ibrié‘gepé;ico éonfotr;-mblecﬁla clase

o~



I1 gue es el HLA-DRW53 el cual fué  significativoe peroc al
corregirse 1la (p<0.025) la interpretaciétn de estos datos
sugiare aque existe ademas de una complementacion genica en  las
mn]eéulas del MHC en los hombres un efecto aditivo de genes para
gue la penetrancia del gen en el medio ambiente se iogre expresar
clinicamente esto a&Apova la etiologia multifactorial de 1a
enfermedad.

Otros haplotipos no DR4 incrementados de manera significativo,
fueron DR3, de hecho 1Bx de los pacientes tuvieron el fenotipo
DR3/DR4 el «cual esta asociado con diferentes formas de
antoinmunidad en distintas  poblaciones ([ Diabetes insulino
dependiente tipo I, Penfigns vulgaris). Este fenotipe estuvo
asociado pacientes que tuvieron desarrollo de toxicidad severa al
uso de medicamentos inductores de remisisn clinica, el namero
fue pequefio ¥y no se analizo estadisticamente pero, en caucasicos
exjsten reportes de asociacion de toxicidad a este tipa de
drngaé ; probablemente  este grupo cred Un sSesgo en  nuestros
resultados y tendria que ampliarse el estudio para confirmar los
datos aqui obtenjdos .

Aigunos. antigenos no. fueron frecuentes, tal es el.caso déi HLA-

Dﬁl Yy €1 HLR-DR8. Es de sefialar que el DRIl aparecio con mayor

freciencia en -los . familiares sanos que en los enfermos.
probablemente éebido a un supuesto " efecto proﬁector“ P 'sin
éﬁhargp, esto debe ana]izarse ¥a que existen reportes én_jpdins
" de. origen - Askenazi -y en nativos de la India de asociacién  de
'éstg.ahtigeﬁo Enh AR . Los datos generados de las molgcu]as.ciaseu

‘;}:.iI;j permiten especular de si{ la susceptibilidad en mexicanos. .es



! R4

.

por un epitope qgue estan compartiendo los individuos DR4 Yy DR?
fque se segregan en desequilibrio genetijco con el DRWH3 ¥y que
puede estar creando den DRBI w70 DRBIV una epitope de
susceptibilidad. Lee B5H reportsun estudio en el que %53% de las
pacientes con AR «ompartian una secuencia de aminonacidos
reconncida por un anticuerpo monoclenal 10%9d6, FEste estudie no
dafine el origen etnico de los pacientes, sin embargo existen
dates generados en el que en caucasicos hay un epitopa  de
susceptibilidad en DR1, DR4 denominada MC1 que reconoce la tercer
reqgion hipervariable de DR1 y Dw4 (subtipo de DR4 mas frecuenté
50t en AR.), es llamativo, que esta secuencia la comparfta la
pfoteina gr110 del virus del EBV (cuadro 14) al que se le ha
atribuido un papel etiologico en AR([(50). Respecto a la
dismlnucibnﬁ-del HLA:ERB solo ocurre cuando se compara con 1los
controles, lo gque tiene varias implicaciomes entre ellas; la
difjicultad para obtener antisuveros de gran calidad que
identlfiquén "con certeza este antigeno, y dada la reactividad
.cruzada Qentro'de las moleculas clase }I patrocinadé por el gran
-des;quilibrio de ligamento con Dé.y el DR codifiésdo per  las
. cadenas DR-BIV y DR-BITI pudo producir este resultadn. Fn este
 eﬂﬁud}o en particular no se encbntro "el efecto protector® del
HLA;DRZ come se reborta en caucasicos. ‘ -

:Con 'resﬁecto a los genes érasellli al revisar la frecuencia
'pof alélés, fesélto el hechﬁ‘dé'que'en gl-geﬁ del ‘factor B el
.a]nlql F (FB;FJ aparecio con mayq? fréquncia_enA]ns pacientes
:-cph 5R‘que:hn-}os otros das grubﬁs‘(p<0;025) 1o q;e sugiere que

'S . . : .
L . B » . .
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}1a mutacidén que did lugar A esta variable electroforatica
confiere 1la produccidn de un aminoacido ciyo papel se desconoce
aun..En el gen de C4 es interesante 1a frecuencia e]avéda del
alelo nule de C4A cuando se compard con los Eontroles ¥a gue este
alelo se ha visto incrementade en varias formas de autcinmunidad,
sobre todo en las realcienadas con la depuracion deficienke de
complejos inmunes. 54 prescencia en el grupo de pacientes con AR
probahlemente se debe a gue l1os algunos pacientes son de les que
hiciaerdn toxicidad a medicamentos inductores de remisidn
tambien que el - alelo nule esta en desequilibrio con  los
antigenos del HLA At, BB, DR3 gque como ya se sefalo tambien
estuvo incrementado en este grupp de pacientes por 1o que su
asociacién pudiera ser secundaria, si bien soleo wno de los
paciéntes con el alelo nulo en CGC4A presente el haplatipo
extendido caucasico HLA- Al, B8, DR3, 5C01, ya considerandoklns
complotipos come uns unidad genética y en concovrdancia a 1o

referido del alelo F del factor B es congruente la elevacion de

Ins complotipos FC3A0 y FC31, ¥s evidente una heterogeneidadd

genetica en este estudio, cuando se analizaron los arboles
gentalogicos. Se dehe tener en cuénta 1la participacion del medio

ambiente y.otros genes que codifican para pﬁateinas que'inffuﬁen

en l1a regulacion de la respiesta inmune ¥y pueden tener un  papeal

importante en 1a aparicicn de la enfermedad. Es moy importanhg .

tener en . cuenta gue en estudios inmunogeneticos de poblacién,

»simiiéres- a és;e, el estvdio clinico puede ser de utilidad en

vistgfde_ié heterogeneidad de los padecimiebtos.inmungs.
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CONCLUSIONES

Estas datos sugieren que en mexicanos la predispesicion a
artirits reumatoide asociada a HLA es conferida por mas

de un gen localizado dentro del MHC.

Los genes MHC gue asociados a artritis reumatoide en 1a

molecula clase I y II son : A1, BB, DR3, DR4, DRwW53.

Como en otras poblaciones el DR4 en mexicanos se asocio a
artritis rgumatoide, L.os pacientes difiriertn de sus
familiargs en el fenotipo dado por el alelo del Cromosoma
homoloéo.- . ) _

El antigeno DRwS3 codificado por DR alfa—-betalV ééta'

participando en la susceptibilidad a artritis reumatoide.

En las moleculas clase I11 el FBAF ¥y alelos nulos en CaA

se encontraro'n significativamente en los pacientes

;indicando.-' que estos pueden participar en ' 1a

'fisinbatégenia de 1a enfermedad
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