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I RESUMEN ==

La escleroderma es una enfermedad del tejido conectivo, de etiologia desconocida y
multifactorial, asociada aparentemente a los antigenos del sistema principal de histocompatibilidad
(SPH) en varias poblaciones del mundo. Los resultados encontrados hasta la fecha son sumamente
heterogéneos ya que se han reportado asociaciones con los tres tipos de antigenos de este sistema (clase
I, clase Il y clase IIT). Dicha heterogeneidad esta influenciada principalmente por el componente €tnico
de los pacientes.

Para poder establecer qué antigenos se encuentran asociados en la poblacion mexicana, se
estudiaron 41 familias mestizas mexicanas que tenian a un miembro afectado por la escleroderma. De
cada familia se separaron los haplotipos presentes en el enfermo (haplotipos enfermos) de aquetlos que
no habia heredado (haplotipos sanos), de tal forma que se tuvieron 82 haplotipos de enfermos y 51
haplotipos de sus familiares sanos. Estos grupos se compararon con 200 haplotipos obtenidas de 50
familias sanas no relacionadas.

Para la caracterizacion de haplotipos se determinaron los antigenos HLA-A, -B, -C, y -DR
por la técnica de microlinfocitotoxicidad con un panel de mas de 200 antisueros. Los complotipos
(moleculas clase 111) se determinaron por electroforesis de plasma (obtenido de sangre con EDTA) en
gel de agarosa e inmunofijacion con antisueros especificos para los factores B y C4 en tanto que los
alelos de C2 se determinaron por electroenfoque en geles de poliacrilamida mas un ensayo hemolitico
funcional con eritrocitos de carnero sensibilizados.

El analisis estadistico se realizo por la prueba de chi-cuadrada y riesgo relativo por el metodo
de Woolf.

Al analizar los alelos por separado en pacientes y controles, se encontro en los pacientes un
aumento en las frecuencias det HLA-DRS (p=0.005) y C4B*1 (p=0.005), ademas de un incremento

significativo en la frecuencia del complotipo FC31 (p=0.001). De la misma manera en los pacientes,



las frecuenc&as dél HLA-Bl6 (p=(;.‘01)ﬁy‘ d'ei HLA—DRS(p=0004)se 7e’nc0mraron disminuidas de
v manera importante. o o

Alhacer la comparacion entre familiares y controles, se encontraron aumentadas la frecuencias
de los antigenos HLA-B53, -B17, -DR3 e importantemente del HLA~DR?7, ademas del C4A*3,
C4B*1, el complotipo FC31 y el segmento DR6,SC31. De la misma manera estuvieron disminuidas las
frecuencias de los antigenos HLA-B16 y el HLA-DRS.

La comparacion entre pacientes y familiares demuestra la importancia de dos antigenos que
son el HLA-DRS cuya frecuencia estuvo aumentada en los pacientes y el HLA-DR?7 con frecuencia
aumentada en los familiares ya que en cuanto a los demas alelos, todos presentan una frecuencia
semejante en los dos grupos.

Debido a Ia existencia de subtipos clinicos de la enfermedad, se hizo pertinente el analisis de
frecuencias genotipicas entre los controles v pacientes con los diferentes subtipos clinicos. En el grupo
de pacientes con escleroderma difusa estuvieron aumentadas significativamente las frecuencias del
HLA-DRS35, del complotipo FC31 , del alelo C4B*1 y del segmento B35,DRS, asi como disminuidas
las del HLA-B16 v det HLA-DRS. De la misma manera la frecuencia del HLA-DRS también estuvo
aumentada significativamente en los pacientes con escleroderma localizada. Por otro lado, en el
sindrome de CREST solo estuvo aumentada marginalmente la frecuencia del HLA-B53 y en el
sindrome de Reynolds la frecuencia del alelo C4B*2. Lo anterior hace pensar en la participacion del
DRS5 como marcador de la forma generalizada de la enfermedad.

Debido a la presencia de ciertos segmentos o pares de alelos en los pacientes, se decidio hacer
el estudio por haplotipos o segmentos de haplotipo, con lo cual pudimos detectar la presencia de 5
haplotipo extendidos o segmentos en los pacientes con escleroderma, estos son:

1.- A2,B35,DR5,DQw3,DRw52,831
2.- A2,B5 ,.DR4,DQw3,DRw53,SC31
3.- A1,B17,DR7,DQw2,DRwS53,SC61

4.- , ,DR1,DQw],DRwS53,SC31



5.~ Al, ,DR3,DQw2,DRw52,5C31

Cabe senalar que los antigenos adquieren mayor importancia éuhn&é se 'lés: t':ﬁcinsai\der":i' Vcorrmb)i
parte de uno de los anteriores haplotipos extendidos o segmentos,y est(.)‘es' notorio al analizar a los
pacientes en general, asi como por subtipos clinicos,

Los pacientes con la escleroderma difusa presentan basicamente 3 de los haplotipos extendidos
o segmentos anteriores y son los marcados por el HLA-DRS5, -DR4 y -DR7.

La presencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homélogo
parece ser diferente segun el subtipo clinico de la enfermedad, razon por la cual,se compard la
frecuencia de estos haplotipos extendidos o segmentos en escleroderma difusa y en sindrome de
CREST. Los resultados muestran que la frecuencia de los haplotipos extendidos en el cromosoma base
es semejante en ambos grupos (43.1% vs 45.4%), sin embargo, la presencia de estos mismos haplotipos
en el cromosoma homologo es diferente (27.2% vs 9.0%) y por tanto, la presencia de haplotipos no
extendidos tambien resulta diferente existiendo mas de ellos en los pacientes con el sindrome de
CREST que en los que presentan la escleroderma difusa (45.4% vs 29.5%).

Nuestros resultados demuestran que las frecuencias de algunos antigenos clase II como el
HLA-DRS5 se encuentran aumentadas en los pacientes con escleroderma, sin embargo, esto parece ser
una consecuencia de su inclusion en alguno de los haplotipos extendidos o segmentos que finalmente
confieren la susceptibilidad.

Un punto importante es la presencia de estos haplotipos extendidos o segmentos no solo en uno
de los cromosomas sino también en el cromosoma homalogo, lo cual podria estar en favor de la
hipotesis de formacion de moléculas hibridas en cis o trans que podrian formar una molécula clase 11
diferente a la normal y que pudiera llegar a presentar un péptido propio y de esta forma llevar al

fenomeno autcinmune que caracteriza a esta enfermedad.



"I INTRODUCCION
EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH) esta formado por un grupo de genes
localizados en el brazo corto del cromosoma seis humano (6p21.3) (Fig 1). Este sistema abarca entre
tres mil y cuatro mil pares de bases nucleotidicas y se ha podido localizar gracias a estudios de
electroforesis pulsada en gel implicando una electroforesis de campo con el fin de estudiar megabases
de DNA (36,57 y 79).

Hacia el telomero se encuentra la region clase I del SPH, que tiene por lo menos 17 genes
relacionados entre si (54) y que incluye los loci HLA-A, -B y -C. Hacia el centromero esta la region
clase I1, que se puede dividir en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQ y DR), cada una por lo menos
con un par de genes @ y B (91). Dentro de la region de clase 11 se incluyen los determinantes
HLA-Dw, los cuales se determinan por cultivo mixto de linfocitos (21). Entre las regiones clase I y
clase 11, se encuentra la region clase I, cuyos genes codifican para los componentes del complemento
C2, factor B (fB), C4A y C4B, asi como los genes estructurales de la 21-hidroxilasa A y B (2I-OHA
y 21-OHB):

Dentro del SPH se incluyen el gen de la glioxalasa I, el mas centromérico de todos, los genes
del factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-8), que estan entre el HLA-B y la region
clase 11l y el gen de una proteina con estructura periodica no comun llamada RD, que se encuentra
entre el gen del factor B y el de C4A.

Recientemente se han encontrado otros cinco genes asociados al locus HLA-B, llamados
*transcritos asociados a B", que son BAT-1,-2, -3, -4 y -5, asi como tambien un gen llamado B-144
que es analogo a un gen con igual nombre que el del raton (83). En 1989 se encontraron dos loci de
la proteina de "choque térmico", HSP70-]1 y HSP70-2, situados entre los genes de clase IIT y el del

factor de necrosis tumoral alfa (79).



 Los genes‘clasé LIy lise heredan de maﬁera mendeliana éddominaﬁte. Las moleculas clase
1 se expresan en la membranﬁ de todas las células nucleadas“’del cuerpo,‘ excepto en neuronas y
trofoblastos maduros y son dificiles de detectar en eritrocitos. De los tres loci de clase I clasicos,
HLA-A, -B y -C, el locus de C es el que menos adecuadamente se expresa. Las moléculas clase 11 se
expresan solo en ciertas celulas como macrofagos, linfocitos B, células endoteliales, células dendriticas
y celulas de Langerhans. No se expresan en linfocitos T no activados, pero su expresion puede
inducirse con mitogenos 0 estimulos antigeno-especifico. Ni los eritrocitos maduros nj los granulocitos
expresan moleculas de clase II (31).
La frecuencia de recombinacion genética dentro del SPH es muy baja (menos de 2 %) debido
a que este conjunto de genes ocupa solamente unas 3,800 kb, El entrecruzamiento entre cromosomas
homologos que incluya a los genes HLA-A v -B6a HLA-B y -DR ocurre con una frecuencia un poco
menor de 1% del total de meiosis (8). Por esta razon el comple jo genico puede considerarse como una

sola unidad genética.
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Los alelos de los loci del SPH de un cromosoma.en paniéulnr constituyen un haplotipo (el
geﬂoripo de un individuo esta dado por dos haplotipos, -uno de:origen materno y otro de origen
paterno). Una combinacion dada de alelos de los loci fB, C2,"C4A 'y C4B forman un llamado

complotipo (11) o haplotipo de genes del complemento.

a) Genes Clase |

Los antigenos de clase I son mediadores de la eliminacion alogénica y de la restriccion de
linfocitos T efectores (86). Se constituyen de un par de cadenas polipeptidicas unidas no
covalentemente: una cadena pesada «, que es glicoproteica, transmembranal de 45 kd y una cadena
ligera B, tambien glicoproteica, de 12 kd. La cadena a es polimorfica y es codificada por el HLA-A,
-B 0 -C y la cadena B, monomorfica, es la beta2-microglobulina, codificada por un gen en el
cromosoma 15.

La estructura de los antigenos de clase I del SPH, se dedujo inicialmente a partir de la
determinacion de la secuencia de aminoacidos de material purificado de una linea celular humana
linfoblastoide (87). Estas moleculas tienen dominios extracelulares, una region transmembranal y una
cola citoplasmica corta (Fig.2). Se ha podido encontrar ademas la estructura tridimensional de una
molecula clase 1, el antigeno HLA-A2 por medio de cristalografia de rayos X (16). La cadena pesada
a consta de tres dominios externos (al, a2 y a3). Los dominios @l y a2 son los mas distales a la
membrana celular y son los que contienen los residuos polimorficos. Estos dos dominios conforman
el sitio de union a un antigeno (17), que es de esta forma presentado por la molécula del HLA al
receptor del linfocito T.

Koller y colaboradores (1989) construyeron un mapa de los genes clase I, que incluye 6 loci:
HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-A, HLA-F(5.4)/HLA-G(6.0) y HLA-9.2p. Abarca en total 11 ¢cM

(Figura 1).
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El gen de la cadena a tiene ocho exones; ¢_=l exén l ;ojdiv_fic 'ﬁai’rﬁ;el ‘li‘d’er;ﬁel jek._:<16n’k'2, para-el
dominio al;el exon 3, para el dominio a2;el e:('é»n»d;k;»)ak;aﬂ’el.dbmiriioqi; elkfex'én 5, para la region
transmembranal y parte de I citoplasmica; los exones 6 y 7, baré partes d:e la region intl;acitopl:ismica
y el exon 8, para la cola 3' no traducida (87).

La mayor diversidad de aminoacidos de los antigenos de clase I se halla en diferentes sitios en
los dominios a) y a2, lo que se ha confirmado con experimentos de transfecciones génicas y por medio
de reconocimiento con aloanticuerpos (86). El dominio a3 esta muy conservado. El polimorfismo de
estas moleculas es mayor que el de las regiones variables de las inmunoglobulinas y fa mayoria de las
posiciones polimorficas estan en los residuos 1 al 194,

En el humano se han detectado por serologia alrededor de 23 alelos del locus HLA-A, 49 de
HLA-B y se estima que al encontrarse mas subtipos de cada alelo, aumenten a 50 para HLA-A y a

mas de 100 para HLA-B (53).

MEMBRANA

cc CITOPLASMA

MOLECULAS CLASE [ Y II DEL MHC
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b} Genes clase’IL.

‘ Los antigenos vde clase 1l son determinantes primarios en la generacion de respuestas
proliferativas de linfocitos T en cultivo mixto de linfocitos (87) y pueden presentar antigenos al
receptar del linfocito T, Estas moléculas se encontraron como impurezas en preparaciones de antigenos
de clase 1. Se constituyen (fig. 2) de dos cadenas glicoproteicas, unidas no covalentemente, una pesada
o monomorfica, de 33 kd y una cadena ligera 8 polimarfica, de 28 kd (91), ambas codificadas por loci
del HLA. La molecula de clase I tiene cuatro dominios externos: o}, o2, Bl y 82, analogos 2 los
dominios al, a3, @2 v a fa beta2-microglobulina, de la molécula de clase I, respectivamente. Los
dominios a2 y B2 san del tipo de los dominios de las inmunoglobulinas, muy conservados y los
dominios al y 81 son polimorficos. No se ha deducido la estructura tridimensional por cristalografia
de rayos X, de las moleculas de clase II, pero se ha propuesto un modelo (25), parecido al de 1a
estructura de la molécula de clase 1.

La molécula de clase II tiene asociada a las cadenas a y B3 una gl icoproteina transmembranal
de 31 kd, conocida como cadena gama o cadena invariante. Esta cadena no se detecta con anticuerpos
en Ia superficie celular, por Jo que se piensa que se disocia del complejo entre el paso por el aparato
de Golgi y el arribo a la membrana celular (33).

De las cuatro subregiones de los genes de las moléculas de clase I (Fig. 3), Ia subregion DP
consta de dos pares de loci @ y dos 8, de los cuales DPa2 y DP8 2 parecen ser pseudogenes (genes
que no codifican para proteinas). La subregion DZ/DO se constituye de los genes DZa v DOB, pero
como estos dos luci estan separados por varios cientos de kilobases, quiza no formen un dimere o/
(91). La subregion DQ tiene dos genes a y dos 8 incluye dos genes DX (o y ) y un gen DVR entre
los genes DQ y DX (19). La subregion DR tiene cuatro genes f: el B! codifica para las variantes de
DR de DRI al DR18, el B2 es pseudogen, el B3 codifica para el determinante DRw32 vy el 14 para et
determinante DRw53, Hay un gen DRano polimorfico. Se expresan tres tipos de productos de clase

1I: DP, DQ y DR. No hay evidencias de que DZa y DO se expresen como proteinas, aunque se ha

13



encontrado ARNm normaimente poliadenitado, de ambos genes, en celulas B. Ppeden formarse pares
de cadenas DQa v DQB en "trans", es decir, la cadena al y 81 codificadas cada una por uno de los dos
cromosomas hamologos de un individuo. También se pueden combinar productos de diferentes loci,
como DRa y DQB, en ratones transfectados (91).

Los genes de la cadena « de clase 11 tienen cinco excnes: el exdn | codifica para la region 5'no
traducida; los exones 2 y 3, para los dominios al y a2; el exon 4, para el péptido que conecta una
cadena con Ja otra, la region transmembral, la cola citoplasmica v parte de la region 3' no traducida;
el exon 5 codifica para el resto de esta region (91). Los genes de la cadena B de clase II tienen seis

exones, los primeros 5 son analogos a los exones de clase I, con la diferencia de que la cola

citoplasmica se codifica por los exones 4, 5y 6.

Figura 3: "SUBREGIONES"™ DE LA REGION HLA-D
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El polimorﬁsmq de "Iaé mgiééﬁlas:aé clase Il se encuentra en las cadenas B de los antigenos
HLA-DP, -DQ y -DR. Los reslduos ;)joxlir‘nérficos estan en cuatro cimulos en los dominios 81 de DQ
y DR, asi como en un cumulo én al de DQ. El polimorfismo de la cadena DPB es limitado (87).

El polimorfismo alélico de los antigenos de clase I y I se reconoce fenotipicamente por
serologia.

Las variantes de HLA-Dw se detectan por cultivo mixto de linfocitos. El polimorfismo

genotipico se reconoce mediante secuenciacion de nucléotidos y analisis de fragmentos de restriccion

(14).

c) Genes clase II1.

Los genes de clase 111 del SPH, después del HLA, forman el conjunto de marcadores genéticos
mas polimorfico del humano (9). Los cuatro loci de esta region (C2, factor B, C4A y C4B) se heredan
en bloque, pues al analizar varios centenares de meiosis informativas, se ha observado que no hay
intercambios geneticos entre ellos (7,10).

Las moléculas de C2 y del factor B son glicoproteinas de una sola cadena de 102,000 y 90,000
Daltones, respectivamente y circulan en el plasma en forma de pro-enzimas (27). Se sintetizan en el
higado y en celulas de la linea monocito/macrofago. Ambas moléculas parecen tener tres dominios
globulares.

La molecula de C4 (fig. 4), pesa 200 kd y tiene tres subunidades unidas por puentes disulfuro:
a (95kd), B (75 kd) y 7 (30 kd). Se sintetiza como una sola cadena en el orden B-a-r que luego se

glicosila y se procesa intracelularmente; se secreta como una estructura de tres cadenas (29).

15
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Figura  Estructura de la proteina C4 en ¢l sucro humano. En ¢l extremo izquicrdo se
representa la forma de pro C4, la cual dentro de la célula es procesada en forma proteolitica
para dar lugar al trimero que se muestra en ¢l extremo derecho.

La enzima 21-hidroxilasa es un citocromo P-450. Cuando esta ausente total o parcialmente,
provoca un defecto en el metabolismo esteroideo y causa entonces hiperplasia adrenal congénita. Se
sintetiza en la glandula suprarrenal,

Se ha podido hacer un mapa molecular de los genes de clase III, gracias al aislamiento de
clonas de cosmidos que los contienen y se ha establecido el orden relativo de los loci de C2, fB y Cd,

Esta region ocupa aproximadamente 120 kb. El orden de los genes, de centromero a telomero, es
21-OHB, C4B, 21-OHA, C4A, fB v C2.

El gen del fB tiene dieciocho exones, caso semejante al del gen de C2. La organizacion de los
exones del fB revela una relacion estructural y evolutiva, a nivel de organizacion genica, entre esta
proteina y otras proteasas de serina (27). Existen dos variantes principales de B, detectadas por medio
de electroforesis de plasma, en gel de agarosa, mas inmunofijacion: F y S. Existen dos variantes

menores, F1 y S1 y catorce variantes muy raras (Figura 5).
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Figura 5. Variantes electroforéticas del factor B.

En eata figura ae muestran {as cuatro variantes del factor B oblenidas por electroforesis de alto
voltaje. Cada variante presents un patrdn de tres bandas una banda central gruesa y doa bandas

mAas tenues localizadas en la parte superior e inferior de ta banda gruesa.

Figura 6. variantes electroforéticas de C2.

caB C2C.

Unicamente se mueastran las dos variantes maa comunes de C2 (C2B y C2C} constiiuldas

cads una por un pairén de tres bandas.
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Las variantes de Cé se bue’dén'd‘értec’t;r rﬁ‘iediante‘i§delectroenfoque de plasma o suero y un
ensayo hemolitico. Los patrones.de C2 éicms"t:‘i‘n d.e' dos bandas prominentes de lisis y de dos o tres
bandas adicionales acidas o bdsicas.“té \;aijiaﬁté'éomﬁn de C2 se llama C, la basica rara es B y la acida
, A (Figura 6) (7). ' L

Hay dos loci para C4 en el humano (10). Producen proteinas similares que difieren serologica,
estructural y funcionalmente entre si. Los antigenos del grupo sanguineo Chido y Rodgers se
encuentran en los productos de los genes de C4B y C4A respectivamente. El polimorfismo estructural
de C4 es mayor que el de C2 o fB y es el que proporciona el polimorfismo de los complotipos (29).
Los alelos de cada locus de C4 se designan con numeros segtn la movilidad electroforética del catodo
al anodo. El nombre de un alelo esta dado por: nombre del locus, un asterisco y un numero o el
simbolo "Q0" si el alelo es nulo (10).(Figura 7).

Existen alelos nulos de C4A y C4B. Alrededor de la mitad resultan de perdidas de ADN que
incluyen a C4A y 21-OHA oa C4B y 21-OHA o0 a C4B y 21-OHB. no se ha visto pérdida de C4A y
21-OHB. Los alelos nulos que no se deben a perdidas de ADN probablemente resultan de varios
defectos en la transcripcion o la traduccion (29).

Los dos loci de la 21-hidroxilasa , 210HA y 21-OHB, se encuentran en direccion 3°' junto a
los loci de C4A y C4B, respectivamente (28,94).

Se ha sugerido que los genes de la 21-hidroxilasa se duplicaron junto con los dos genes de C4.

Solo el locus 21-OHB es importante para la biogenesis de esteroides (29).

DESEQUILIBRIO DE UNION Y HAPLOTIPOS EXTENDIDOS

La frecuencia de los diferentes antigenos y haplotipos del SPH varia de una poblacion a otra

y algunos de ellos son caracteristicos de ciertos grupos étnicos.
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Puedeh existir alelos de dos o mas. loci due se encuentran juntos con una frecuencia mayor a
la esperada que si su asociacion ocurriera al azar. Este fenomeno se llama desequilibrio de ligamiento
o de union v se presenta en el SPH (6). Esta es una caractreristica del sistema HLA en todas las
poblaciones estudiadas y es el fenomeno generalmente responsable de los haplotipos mas frecuentes.

Como el desequilibrio de union entre los loci del HLA se extiende a otros genes de la region,
se forman haplotipos llamados extendidos que incluyen entonces a los genes clase I, II'y I y al gen

de la giioxalasa 1. Se pueden observar tales grupos de ligamiento extendido al analizar haplotipos

completos del SPH (6).

Figura 7; Variantes electroforéticas del cuarto componente del complemento.

Bt B2 B3 B4 B5 B6 B7 Al A7 A2 A3 A4 A5 A6
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ASOCIACION DEL HLA CON ENFERMEDADES

Los avances ocurridos en el conocimiento de la geﬁética y la biologia de las moléculas clase
1, 11 y HI han estimulado la investigacion en el area de la asociacion de enfermedades con alelos de
estos genes, especialmente por el papel que tienen en la regulacion de la respuesta inmunitaria . En
otras palabras, se puede inferir que cualquier transtorno manifestado ya sea como aumento o defecto
de la respuesta inmunitaria, es natural que involucre a cualquiera de los antigenos del SPH teniendo
por fo tanto consecuencias relevantes en el tipo de respuesta inmunitaria que desarrolle un individuo
en particular.

La asociacion de los genes del SPH con enfermedades se demostro primero en ratones en el
ano de 1964; en aquella ocasion, se describio un tipo de leucemia inducida por virus asociada con el
genotipo H2'% (equivalente murino del SPH). Esta asociacion de un marcador genético con una
enfermedad llevo entances a buscar asociaciones entre 10s fenotipos HLA y enfermedades en los seres
humanos.

En 1973 se reporto la asociacion entre espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-B27, desde
entonces mas de 50 enfermedades han sido descritas como asociadas con uno o mas antigenos del SPH
(89). Estas enfermedades se pueden incluir basicamente en tres grupos:
1.~ Enfermedades asociadas a jos antigenos clase | (principalmente las espondiloartropatias asociadas
al B27).
2.~ Enfermedades asociadas a los antigenos clase I principaimente con el locus HLA-DR.
3.~ Enfermedades asociadas a los antigenos clase 111,

La mayoria de las enfermedades incluidas en el segundo grupo son de origen autoinmune. Las
enfermedades asociadas al SPH son multifactoriales, es decir, involucran tanto el terreno genetico del
individuo como tambien ciertos factores ambientales, actuando conjuntamente para influir en la

susceptibilidad o resistencia al desarrollo de enfermedades especificas.
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fES' nrecbes‘a:rid‘,vdis'tingt;ir: el}cqnc:'gpfo' de asociacion ¢ n~‘el':>-di¢',: T‘éﬁrﬁignlo. El ligamiento solo
puede ser identificado por estudios !‘arﬁﬁiafés q‘;e~ ncluyan _mésikdéily.yma kk’generncién , ¥ de esta manera
determinar si ciertos caracteres génicos son 'tranks’mitidos;’jurﬁt:bb con el gen para la enfermedad a la
descendencia. El termino asociacion, se usa para referirse ala relaycién entre dos caracteres o hallazgos
que en principio no tienen conexion.

La mayoria de los estudios que tratan del papel del HLA en las enfermedades, se han realizado
en poblacion abierta e involucran padecimientos que generalmente no ocurren en mas de un miembro
de una misma familia. Tales estudios, han generado informacion importante concerniente a la
prevalencia de ciertos antigenos HLA en forma aislada , y también han informado acerca de la
frecuencia relativa de varios haplotipos HLA para una enfermedad en poblaciones diferentes.

Es factible, que el gen de susceptibilidad para una enfermedad este dentro del SPH o que la
enfermedad sea causada por genes recesivos, como ocurre en los casos de deficiencias de C2 y de C4
o en la hiperplasia adrenal congénita debida a la deficiencia del gen para Ja enzima 2[-hidroxilasa.
De la misma manera se ha demostrado un gen dentro del SPH que confiere susceptibilidad al
desarrollo de hemocromatosis idiopatica; en esta enfermedad, el poseer ambos haplotipos HLA en
coman con el caso indice, confiere mayor expresion bioquimica de sobrecarga de hierro y la aparicion
de sintomas clinicos que caracterizan a la enfermedad (13). Por otro lado, existen enfermedades como
la ataxia cerebelosa en fa que se han demostrado genes de susceptibilidad con forma de herencia
dominante unidos al SPH.

La mavoria de las enfermedades estudiadas en relacion con el SPH, muestran asociacion, pero
no se ha demostrado ligamiento; entre ellas cabe resaltar el caso de fa espondilitis anquilosante con el
B27, ya que esta asociacion tiene uno de los riesgos retativos mas elevados (>100) esta asociacion se
ha evidenciado en todas las poblaciones del mundo hasta ahora estudiadas.

Existen otras enfermedades asociadas ya sea con el HLA-DR3, HLA~DR4 o con el HLA-Bg;
entre eflas estan la enteropatia por sensibilidad al gluten, en la que se ha encontrado que la respuesta

inmunitaria a la gliadina es anormal; tambien en el caso de la diabetes insulino dependiente, se
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encuenxrah anormalidades inmunologicas, estas incluyen anticuerpos contra las células de los islotes

' flg Langerhans y trastornos de inmunoregulacion; la enfermedad de Graves, esta asociada con la

- produccion de anticuerpos contra el receptor de la hormona estimulante del tiroides; y en la miastenia
gravis, los pacientes desarrollan anticuerpos contra el receptor de acetilcolina. Una enfermedad que
se encuentra asociada con alelos del locus DR, es la esclerosis multiple en donde también existen
trastornos inmunologicos, esta entidad neurologica esta asociada con el HLA-DR2 (67). En individuos
mexicanos, se ha descrito un incremento de la misma en aquellos que poseen el antigeno HLA~DR2
(46).

Existen por lo menos tres enfermedades en donde se ha estudiado con mayor profundidad el
significado de estas asociaciones; enfocando principalmente la participacion que tienen los productos
del SPH tanto en la etiologia como en la patogenesis. Estas enfermedades son: la espondilitis
anquilosante, la miastenia gravis y la enfermedad de Graves.

En la espondilitis anquilosante como ya se dijo hay una asociacion con el antigeno HLA~B27,;
entre los pacientes que tienen esta enfermedad, 90 % de ellos poseen el antigeno HLA-B27; sin
embargo, solo el 20 % de los individuos que nacen con este antigeno desarrolilan la enfermedad. Hay
evidencia de que algunos factores ambientales como ciertos agentes infecciosos, pueden ser
importantes en la fisiopatologia de esta enfermedad (40), por ejemplo, ciertas cepas de Klebsiella
reaccionan en forma cruzada con el antigeno B27 produciendo una reaccion autoinmune mediada por
anticuerpos especificos (80).

En la miastenia gravis y la enfermedad de Graves la asociacion es con el HLA-B8 vy con el
HLA-DR3: En Ia miastenia gravis, la alteracion principal parece estar en las moléculas clase IT del
SPH, ésto se sabe debido a que en el modelo murino experimental, se han podido identificar cambios
en la cadena polipeptidica B de la region I-A (equivalente del DQ humano) en dicha cadena, existen
tres sustituciones de aminoacidos en un espacio de tan solo cinco residuos, produciéndose una
alteracion en la molécula de los ratones mutantes, siendo ésto relevante en la produccion de

anticuerpos dirigidos contra el receptor de acetilcolina (65). En la enfermedades de Graves {(22), existe
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evidencia ‘'de que dicha entidad surge como resultado de una infeccion viral, la cual precipita Ia
produccion anormal de moléculas clase I1, en Ia superficie de células que normalmente no expresan
tales moleculas. En esta enfermedad un producto de los genes clase Il se expresa en la superficie de
la membrana de las células de Ia tiroides y se situa muy cerca al receptor de la hormona estimulante
de la tiroides (TSHR). Esto a su vez activa a las células T cooperadoras, generandose asi la produccion
de autoanticuerpos especificos que son Jos responsables de la patogénesis de la enfermedad;el papel
de la infeccion viral, es de particular interés ya que este agente por si solo, no parece ser el factor
crucial en la determinacion del tipo de respuesta antigenica, sino que el tejido infectado por el virus
puede ser el determinante principal del tipo de respuesta inmunitaria. Por ejemplo, si la infeccion
viral ocurre en las celulas de los islotes del pancreas, el resultado es el desarrollo de la diabetes
mellitus.

Se han propuesto varias hipotesis para explicar el papel de los alelos del SPH en el

establecimiento de la susceptibilidad a enfermedades (63).

Entre éstas hipotesis se encuentran:

1.~ La hipotesis de similitud molécular, la cual explica la susceptibilidad mediante reaccion
cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antigeno del sistema HLA.

2.~ La hipotesis del receptor, establece que ciertos antigenos HLA pueden actuar como
receptores especificos para agentes infecciosos y que este evento esta directamente relacionado con
el desarrollo de la enfermedad.

3.~ La hipotesis del antigeno HLA modificado, sugiere que los antigenos HLA estan
modificados quimicamente por antigenos extranos y entonces el sistema inmunitario los reconoce como
extranos, respondiendo por lo tanto con la produccion del autoanticuerpo correspondiente,

generandose asi el estado de enfermedad.
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4.~ La hipotesis de genes de respuesta inmune intenta explicar que la asociacion ocurre como
rebsultado de respuesta versus no respuesta a un determinante critico que es propio del agente
patogeno.

Desde luego, ninguna hipotesis en forma aislada explica todas Ias relaciones que se han
registrado y bien pudiera ser que cada uno de estos mecanismos, esté involucrado ya sea en uno o

varios de los procesos de enfermedad asociados con el SPH.

111. ANTECEDENTES

ETIOPATOGENIA DE LA ESCLERODERMA

Se desconoce la causa de la escleroderma, aunque en anos recientes se ha avanzado
notablemente en el conocimiento de su patogenia. Las cuatro hipotesis mas estudiadas apoyan el que
se deba a una alteracion primaria del fibroblasto, a la disminucion en la produccion de colagenasa,
a unaalteracion vascular primaria o bien ha una alteracion inmunoldgica primaria originada al parecer
en el monocito. De las numerosas alteraciones de la inmuno-regulacion encontradas en pacientes con
escleroderma, destacan un numero disminuido de las celulas de sangre periferica que tienen receptor
para la porcion Fc de la IgM (celulas u); a pesar de ello,se encuentra aumentada Ia funcion de ayuda,
efectuada en gran parte por esta subpoblacion celular (1,56). A diferencia de otras enfermedades del
tejido conectivo, las funciones supresoras se encuentran normales en estos pacientes. Un hallazgo muy
peculiar es la respuesta proliferativa temprana de los linfocitos T, de los pacientes con escleroderma,
al estimularse en cultivo con sus linfocitos no T autologos (1). Los linfocitos T de pacientes con
escleroderma, al ser estimulados, tambien producen y responden normalmente a la 1L-2 (2). sin

embargo, los monocitos de algunos pacientes, principalmente con aquellos con enfermedad temprana,
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kpi—oducen, en forma espontanea, interleucina | (IL-1) (3). La senal amplificadora de esta monocina
sobre los linfocitos T de pacientes con escleroderma es también anormal. Ambas anormalidades
sugieren una preactivacion in vivo de los monocitos en pacientes con esta enfermedad, y alcanzan
mayor importancia al considerar que la IL-1 induce proliferacion de fibroblastos y produccion de
colagena,

Finalmente, en esta enfermedad parecen estar afectadas diferentes interacciones entre las
células mononucleares y el fibroblasto. La mayor parte de esta comunicacion esta mediada por factores
solubles; asi, se han aislado diferentes factores producidos por monocitos, células mononucleares o

linfocitos T, que inhiben o estimulan al fibroblasto a producir colagena (2,45).

CLASIFICACION DE LA ESCLERODERMA.

La escleroderma es una alteracion generalizada del tejido conectivo caracterizada por fibrosis
de la piel, insuficiencia vascular y cambios degenerativos en otros organos. El diagnostico de
escleroderma y 1a division en subgrupos clinicos ha sido un problema por mucho tiempo. Existen
muchas controversias en cuanto a lo extenso de la involucracion de la piel y de otros organos para
hacer el diagnostico. A continuacion se presenta la clasificacion que al parecer reune a todos los
subgrupos descritos.

1. Esclerosis sistémica progresiva.

A. Escleroderma difusa.

B. Sindrome de CREST.

C. Sindromes sobrelapados.
I1. Fascitis eosinofilica.
111. Distrofia facial congénita,

1V. Forma localizada de escleroderma.
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A.'Morfea.
1. Semejante a placas.
2. Generalizada.
3. Formas poco tipicas.
4, Morfea atrofica primaria superficial.
B. Escleroderma lineal con o sin hemiatrofia facial.
C. Escleroderma en golpe de sable con o sin hemiatrofia facial.
V. Condiciones semejantes a escleroderma inducidos quimicamente.
A. Enfermedad por cloruro de vinilo.
B. Fibrosis inducida por pentazocina.
C. Fibrosis inducida por bleomicina.
D. Fibrosis inducida posiblemente por tricloroetileno.
E. Enfermedad semejante a escleroderma inducida por 5-hidroxitriptofano y carbidopa.
V1. Esclerosis digital y contracturas articulares asociadas con diabetes melitus juvenil.
VII. Enfermedades con cambios de piel que semejan escleroderma (pseudoescleroderma).
A. Edematosas.
1. Escleroderma relacionada a diabetes mellitus.
2. Escleromixedema (mucinosis papular).
B. Indurativa y/o atrofica.
1. Acromegalia.
2. Amiloidosis primaria y asociada a mieloma.- . . i
3. Fenilcetonuria.
4. Sindrome calcinoide.
5. Lipoatrofia localizada.

6. Poiquiloderma congenita.

~

. Sindrome de Werner’s.
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GENETICA DE LA ESCLERODERAMA

La escleroderma es una enfermedad de etiologia desconocida que se ha incluido en el grupo
de las enfermedades del tejido conectivo. Desde el punto de vista clinico las manifestaciones que se
presentan son sumamente complejas destacando entre ellas el engrosamiento y endurecimiento de la
piel, cambios proliferativos en pequenas arterias y arteriolas, lesiones microvasculares obliterativas,
atrofia residual y fibrosis de organos internos como corazon, pulmén, rinon y tracto gastrointestinal
(58).

Al igual que otras enfermedades del tejido conectivo, la escleroderma se caracteriza por
alteraciones a nivel del sistema inmune, de estas las mas estudiadas por varios grupos de investigacion
son la presencia de autoanticuerpos tales como los anti-centromero y factor reumatoide (84),
complejos inmunes circulantes (84), hipergamaglobulinemia (30), infiltrado linfocitico en tejidos
afectados (50), alteracion en el numero de linfocitos T circulantes y aumento en la actividad de las
celulas T cooperadoras (1).

Por otro lado, debido a que la escleroderma tiene al parecer un fondo autoinmune, se ha
pensado en la participacion de factores genéticos, los cuales, podrian estar interactuando con otro tipo
de factores, que finalmente llegan a producir la alteracion. En este campo existe una gran cantidad
de estudios que apoyan esta nocion y en los cuales se han encontrado basicamente seis hechos que
incluyen de una u otra forma esta participacion genética:

1.- Reportes de agregacion familiar (64).

2.- Mayor frecuencia en mujeres (64).
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3.~ Prevalencia incrementada de anticuerkpos‘ﬂaﬁtinkucleéres :én:fnmiliz;}gs de -+
individuos afectados (64). o -

4.~ Alto grado de inestabilidad cromosomica incluyendo una tendencia a la ruptura de
cromosomas y un aumento en el intercambio de cromatides hermanas (76).

5.- Susceptibilidad genética a una enfermedad fibrotica similar a escleroderma
inducida por cloruro de vinilo (18).

6.- Asociacion de la enfermedad con alelos del Sistema Principal de

Histocompatibilidad (SPH).

Desde 1968 hasta la fecha existen una serie de trabajos en los que se reportan lrecuencias de
anticuerpos antinucleares en familiares de pacientes con escleroderma que fructuan entre un 12 y 58
% dependiendo del sustrato que se utiliza en la determinacion (tabla I).

Existen 2 trabajos en 1975 y 1988 (73,76) en los que se reporta un incremento en la ruptura
de cromosomas en pacientes con escleroderma, otro en 1976 (38) reporta este aumento en familiares
de pacientes y finalmente en 1981 (71) se encuentra un aumento en el intercambio de cromatides
hermanas en pacientes con escleroderma (tabla 2).

La participacion de antigenos de SPH en la susceptibilidad para producir fibrosis al contacto
con el cloruro de vinilo se estudio en 165 sujetos expuestos a este producto quimico (110 sanos y 55
afectados). De los 55 sujetos susceptibles 16 presentaron un mismo antigeno del SPH mientras que
de los sujetos sanos solo 1 tuvo este mismo antigeno (18).

Los estudios de asociacion de la enfermedad con antigenos del SPH se trataran con mas detalle

a continuacion.
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,J Tabla 1. Anticuerpos antinucleares en familiares
- de pacientes con Escleroderma.

Autor

Fennell 1962.
Rothfleld 1968.
Tuffanetli 1969.
Soppi 1982.
Takehara 1985.

Maddison 1986.
McGregor 1988,

Hallazgo

58 % (29 de 50)
12 % (10 de 83)
18 % (7 de 40)
50 % (3 de 6)
17 % (6 de 35)
27 % (58 de 217)
57 % (8 de 14)

Tabla 2. Ruptura de cromosomas e intercambio
de cromatides hermanas en escleroderma.

Autor

Pan 1975
Emerit 1976
Sherer 1981
Palmer 1986

Rittner 1988

Hallazgos

RC aumentado en 63 pac.
RC aumentado en 21 fam.
FICH aumentado en 3 pac.

FICH normal en 63 pac. y
31 tamiliares.

RC aumentada en 27 pac.

RC » Ruptura de Cromosomas.

FICH» Intercambio de cromatides hermanas.
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~ Los Vresﬁrltad'q; 'der Vlosf kt’éstudriiyos‘_(ir'nvrr.nkern.ogeﬂnét'igds ,girfuecrtjﬁadqs' en’ diferentes paises, son muy
heterogéneos, habiendose reportado asociacione's:'c‘oh nntiger‘ios de clase I, clase II y clase III (tabla
3).

También cabe senalar que dicha heterogeneidad esta muy influenciada por el componente
etnico de los pacientes, de tal suerte que los antigenos que estan asociados con la enfermedad en un
grupo, no lo estan necesariamente en otro, existiendo a su vez trabajos que no comprueban ninguna
asociacion (tabla 4).

De los antigenos presentados en la tabla 3 los que parecen tener mayor relevancia son los

pertenecientes a los genes clase 11 y clase 1II.

Tabla 3.Antigenos del SPH asociados a Escleroderma.

CLASE | CLASE |l CLASE I
Locus A: Locus DR: Locus C4:
Aw24 DR3 C4AQ0
AS DR1 C4BQO
DR5
DRw11
Locus B: DRw8
B27
B8

(Tomado de 10,21,30,39,42,47,50,56,57,58,64,71,93)
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Tabla 4. Reportes que no comprueban asociacién del
HLA con la escleroderma.

Autor Sujetos de Estudio
Crouzet J. 1975, (Francia). 49 Pacientes
152 Controles
Birnbaum N.S. 1977. (USA). 106 Pacientes
208 Controles
Majsky A. 1979. (Checoslovaquia). 58 Pacientes
301 Controles
Giordano M. 1979. (ltalia). 40 Pacientes

30 Controles

Niks M. 1982. (Checoslovaquia). 45 Pacientes
115 Controles

Clase 1I (tabla 5).

En 1982 Linch C.J.(60) en Estados Unidos reporto un estudio que incluia 145 pacientes con
escleroderma de los cuales 79 tenian la forma difusa de la enfermedad y los comparo con un grupo
de 95 sujetos control. Elencontro asociacion significativa con el HLA-DR (p<0.005) en los pacientes
en general y, al dividirlos por subtipo clinico, en los de la forma difusa (p=0.005).

En 1981 Germain B.F. (USA)41) vy Kallenberg (Inglaterra) (52) independientemente
encontraron asociaciones con el HLA-DR3. Germain estudio 14 pacientes con sindrome de CREST
y los compard con 45 sujetos control (p<0.005) y Kallenberg reviso 27 pacientes comparados con 123
controles (p<0.0008).

El antigeno HLA-DRS se reporto asociado a la enfermedad en 1981 por Gladman (Canada)
(44) y en 1987 por Luderschmidt (Alemania) (39). Gladman estudio a 34 pacientes vy los comparo con
180 controles (p<0.0001), Luderschmidt por su parte estudié 136 pacientes comparados con 4000

controles (p<0.003).
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Recnentememe Dunckley (1989) (35) en Australla utilizando anallsns de RFLPs (Fragmentos

de Resmccnon Pohmor(’ncos) reporto ‘la participacion del DRwii que es un subupo de DRS, en 4]

pacientes con escleroderma de los cuales 21 tenjan CREST y 20 la forma difusa.

"7 Barnett A.J. (12) también en Australia reporta en 1989 la participacion del DRw$ en un grupo

de 46 pacientes, 27 con la forma limitada y {9 con la difusa.

Tabla 5. Participacién de antigenos clase Il

HLA
DR1

DR3

DR3

DRS

DR5

DRw11

DRw8

Sujetos

145
79
95

14
45

27
123

34
180

1386
4000

41
21
20
62

46
27
19
201

Pacientes
Difusa
Controles

CREST
Controles

Pacientes
Controles

Pacientes
Controles

Pacientes
Controles

Pacientes
CREST
Difusa
Controles

Pacientes
Limitada
Difusa
Controles

Estadistica
p<0.005 pGC<0.05
p<0.005 pC<«0.05

p¢0.005 pC<«0.03

p<0.001 pC<«0.03

p<0.0001 pC<0.003

p<0.003 pC=0.03

p<0.0001 pC<0.001

p<0.0005 pC<0.01
p<0.0005 pC<0.01

p<0.0001
p<0.0001
p<0.005
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Clase HI (tabla 6):

La participacion de estas moleculas ha sido poco estudiada en esta enfermedad existiendo en
la literatura unos cuantos trabajos como los realizados por Mollenhauer (66) en Alemania en 1984 en
el que estudiaron a 17 pacientes y 144 controles; €l encontro un aumento significativo de los
homocigotos para los alelos nulos en C4B (C4BQOQ0)(p<0.001).

Black en Inglaterra en 1985 reporto la asociacion con alelos nulos de C4A en 22 pacientes
(p=0.002) y finalmente Briggs (23) tambien en Inglaterra en 1986 comprobo esta asociacion en 25

pacientes con escleroderma (p<0.0001).

Tabla 6. Participacién de moléculas clase Il
en pacientes con escleroderma.

Antigeno Sujetos Estadlstica Autor
C4BQOQO 17 Pacientes p«0.001 Mollenhauert, E.
144 Controles 1984 (ALEMAN).
C4AQ0 22 Pacientes p=0.002 Black, C.M.
100 Controles 1985 (INGLA).
C4AQ0 25 Pacientes p<0.0001 Briggs, D.C.
42 Controles 1986 (INGLA):
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Una vez realizados los estudios de ‘asociacion de los antigenos del HLA con la enfermedad,
algunos investigadores se han dado 3 la busqueda de asociaciones mas que con la enfermedad, con
caracteristicas propias de ella como son la ruptura de cromosomas, la presencia de autoanticuerpos y

la respuesta inmune celular o0 humoral alterada.

RUPTURA DE CROMOSOMAS Y HLA.

A este respecto solo hay un trabajo reportado en 1988 (76) , en el que se estudiaron 28
pacientes con escleroderma vy a sus familiares. De los pacientes, 27 tuvieron un aumento en la ruptura
de cromosomas y de las familias en 9 de ellas la ruptura segregd como un marcador dominante, en §

de éstas Ia ruptura estuvo en desequilibrio de ligamiento con el haplotipo A1,Cw7,B8,DR3,5C01.

AUTOANTICUERPOS Y HLA.

La frecuencia de los anticuerpos antinucleares en el suero de los pacientes con escleroderma
varia entre el 40 v el 98 % dependiendo del sustrato usado para su determinacion. En anos recientes
se han identificado dos anticuerpos con relativa especificidad para escleroderma: anti-Sci70 y
anticentromero. Ef anti~Sci70 es el mas frecuente en pacientes con la forma difusa de la enfermedad,
mientras que 105 anticentromerc son frecuentemente asociados con el sindrome de CREST (93).

Recientes estudios han mostrado que el anti-Sci70 es un anticuerpo anti-topoisomerasa I (70).
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Una vez deﬁmdos estos antlcuerpos se ha tratado de asocnar su e"sen'ci:i con algunos antigenos

del SPH. Por ejemplo, desmca la‘asociacion de los anucuerpos anncentromero conel HLA-DR1 v los
anti-Scl70 con el HLA-DRS (58,84). En-el cuadro 7:se presenta el trabajo realizado por Steen y

colaboradores en una poblacion caucasica en el que se enfanzan tales asociaciones.

Tabla 7. Relacion de autoanticuerpos con el HLA.

DR1(+) DR5(+)
AAC(+) n=43 30 - 30
Scl-70 n=52 8 58 +
AAC(-)
Scl-70(-) n=111 19 20
Cont. n=95 12 31
* p<0.01 Steen V.D.
AAC= Anti-Centrémero 1988 (USA).
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IV. HIPOTESIS.

Que existe un haplotipo del sistema principal de histocompatibilidad mas frecuente en sujetos

afectados por escleroderma que en los sujetos normales.

V. OBJETIVOS.

1.= La tipificacion de las moléculas clase 1 (HLA-A, -B y -C) y clase Il (HLA-DR y -DQ)

del sistema principal de histocompatibilidad en 50 sujetos con escleroderma.
_2.--La tipificacion las moleculas clase 111 (C2, C4 y factor B) en estos mismos sujetos.

--3.= Tipificar todos estos marcadores en los familiares consanguineos en primer grado del

mismo grupo de enfermos.
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V1. MATERIALES Y METODOS

MUESTRA.

El estudio incluye 41 familias mexicanas (personas emparentada en primer grado: padres,
hermanos y/o hijos, residentes en la Republica Mexicana con al menos tres generaciones nacidas en
Meéxico segun informacion proporcionada por los familiares) con al menos 1 caso indice (CI)
(Individuo mayor de 18 anos, seguido en el departamento de inmunologia y reumatologia de el
Instituto Nacional de la Nutricion "Salvador Zubiran"), que llena los criterios de la American
Rheumatism Association para escleroderma. De las 41 familias, se tipificaron a 41 pacientes y 113
familiares sanos teniendo un total de 82 haplotipos enfermos (heredados por el paciente) y Sl
haplotipos sanos (no heredados por el paciente y si por sus familiares no enfermos). De los 41
pacientes, 22 presentaron escleroderma difusa (44 haplotipos), 11 el sindrome de CREST (22
haplotipos), 5 escleroderma localizada (10 haplotipos) y solo 3 el sindrome de Reynolds (6 haplotipos).
El diseno experimental de este estudio es transversal, observacional, y analitico/descriptivo. Como
grupo testigo de comparacion se utilizaron los datos de 50 familias control de sujetos no relacionados

de los cuales se obtuvieron 200 haplotipos.

TIPIFICACION DE MOLECULAS CLASE LY I1.

A.- MATERIALES Y éQUIPO.
Jeringas esteériles.
Agujas esteriles.
Pipetas graduadas (1,2,5,10,50 ml).

Pipetas Pasteur.
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Jeringa Hamilton de diksparorco‘nsmﬁte' (Lul). :
Jeringa multiple Hamilton de disparo.constante (5 ul).
Jeringa multiple Hamilton de disparo constante (1 ul).
Tubos Falcon de 50 ml.

Tubos de vidrio, 13X100 ml.

Tubos Fisher.

Cajas Petri.

Camara de Neubauer.

Balanza analitica.

Microplacas para microlinfotoxicidad, Nunc;

Yortex. o .
Centrifuga refrigerada CU-5000 Damon/JEC Devision.
Centrifuga Fisher.

Microscopio Invertido de Contraste de fases (Zeizz).
Microscopio optico.

Negatoscopio.

B. REACTIVOS.

1.- Heparina.

Se utiliza como anticoagulante, (1800 Ul/m}i) un volumen de 100 UI por cada 10 ml de sangre.

2.- Medio RPMI 1640.
Medir 950 ml de agua desionizada en un matraz de Erlenmeyer, anadir el contenido de un sobre

del medio al agua, agitar, anadir 2g de bicarbonato de sodio. agregar los 50 ml restantes de agua
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desioni'z’ndd Ajusmr elpH0:220. 3 umdades por arnba del pH deseado’(7. 35) Usar NaOH o0 KCl1 IN

para ajuslar Esterlhzar por milliporo de 0. 22 micras. Guardnr a 4 C°.

3.- Ficoll-Hypaque.
Ficoll 9% en agua destilada 12 partes.
Hypaque 34% en agua destilada 5 partes (Winthrop).

La densidad de la mezcla debera ser de 1.076-1.078.

4.- Solucion amortiguadora salina de Fosfatos (PBS).
NacCl 153 g.
Na2HPO4 7.6 g
KH2PO4 0.125 g.
Agua destilada hasta 2 Its.

Llevar hasta pH 7.4 con HC1 6N.

5.~ Complemento.

Obtenido comercialmente de Pel-Freez.(N. Deerbrook Tr. Brown Deer. WI)

6.—- Fibra de Nylon-Lana.
Se utiliza Nylon de Travenol laboratorios, si no se cuenta con este material se emplea fibrade nylon
"celanese” y se trata: S
1. Se lava la fibra con HC! IN 3 veces.
2. Se elemina el HC1 con agua destilada.
3. Se lava 3 veces con NaOH IN,
4. Se lava el exceso de alcali con agua destilada.

5. Se confirma el pH hasta que el ultimo lavado sea igual al del agua.
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6.-Se.pone a.secar extendida en.la estufa a-37.°C.

Preparacion de la columna.
1. En una caja de petri se peinan 0.3 gr de nylon-lana con pinzas o
pipeta pasteur.

2. El nylon-lana se empaca cuidadosamente en una jeringa de 10 ml.

C. MATERIAL BIOLOGICO.

1. Veinte ml de sangre venosa heparinizada,.

2. Eritrocitos de carnero al 4% en PBS.

3. Antisueros de diferentes especificidades anti-HLA obtenidos de di'fe're,n_te

fuentes (C. Six. N. Granville Road, Mequon, W1 y Pel-Freez N, Deerbrook Deer, WI1).

D. TECNICAS

a). Separacion Je linfocitos por gradiente de Ficoll-Hypaque.
1. Se toman 20 ml de sangre venosa heparinizada,
2. Se diluye la sangre con un volumen igual de PBS pH 7.4
3. Se colocan 15 ml de ficoll hypaque en un tubo de 50 m! de marca falcon y se le agrega la
ditucion de la sangre y el PBS cuidadosamente por las paredes del tubo.
4, Se centrifuga a 2500 rpm 20 minutos a temperatura ambiente.

5. Se aspira con pipeta pasteur la interfase formada por la capa de mononucleares y se pasa

a otro tubo.

6. El paquete de mononucleares se diluye en PBS y se centrifuga a 1000 rpm durante 10 minutos

para eliminar las plaquetas.

40



7. Se descarta el sobrenadante y el 'paquete se resuspende en PBS y se_cemrif‘ugaﬁa '_l:QkOO rpm

10 minutos.

8. Se repite el paso 7.
9. Se descarta el sobrenadante y el paquete se resuspende para ajustar a 5 x'108 V'cels/:ml."

10. Estos linfocitos se pueden utilizar para la tipificacion de moléculas clase L.

b). Purificacion de linfocitos T y B.
Para la purificacion de los linfocitos T y B se utilizaron tres tecnicas diferentes; las tres

tecnicas con inmunoflorescencia para probar pureza de linfocitos B.

Tecnica de Nylon-Lana.

1. Los linfocitos previamente purificados y resuspendidos en 2 ml de RPMI+10% suero bovino fetal

(SBF) se colocan en la columna de nylon, a la que previamente se ha lavado con 5 ml de RPMI y se

ha activado con 10 ml de RPMI +10% SBF durante 30 min, hasta que todo el liquido penetre en el

nylon. Inmediatamente después se coloca la columna en posicion horizontal.

2. Se incuba horizontalmente 45 minutos a 37 °C.

3. Se coloca la columna sobre un tubo marcado 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 tubo marcado para los linfocitos B y se le agregan 30 ml de

RPMI+SBF 10% frio.

6. Se centrifugan las cetulas T y B a 1500 rpm durante 10 min y se ajustan a 5 x 105 cels/ml..
NOTA: Al comenzar la separacion se debe incubar el RPMI a 4 °C y a 37 °C para que al momento

de usarlo tenga la temperutura deseada.

Separacion de células B por Limpho-Kwik.

Técnica Comercial.
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Para la separacion de 0.5 a 2x10° linfocitos B,
1. Obtener de 5 a 20 millones de linfocitos totales a partir de Ticoll-hypaque.

2. Pasar el boton de linfocitos a un tubo'de.1 ml marca fisher.y centrifugarlo a 1000 g por un minuto.

v

. Anadir 0.8 ml de reactivo 1 (un anticuerpo monoclonal) y mezclar bien.
4. Incubar a 37 °C por una hora en bano maria o incubador y mezclario ocasionalmente.

. Terminada la incubacion adicionar 0.2 de RPMI+SBF10% y centrifujar 2 minutos a 2000 g.

w

6. Descartar el sobrenadante y agregar 0.5 ml de reactivo 2 (fuente de complemento) mezclar bien.
7. Centrifugar a 2000 g dos minutos.

8. Retirar el sobrenadante y lavar los linfocitos dos veces con RPMI+10% SBF, centrifugarlo a 1000
g un minuto.

9. Resuspender con | ml de medio el boton celular y observar la viabilidad. En caso de presentar

celulas muertas remover con DNAsa o gradiente de ficoll-hypaque.

RECOMENDACIONES: Estos reactivos son utiles para purificar los linfocitos B de pacientes:
diabeticos, de Hodgkin, cancer no leucémico y donadores cadavéricos. Su uso no se recomienda en

celulas congeladas y muestras de mas de dos dias.

Separacion de células T y B mediante la formacion de rosetas.

l..Se utilizan los globulos rojos de carnero (GRC) de maximo 2 semanas de almacenamiento en
solucion de Alserver's, lavados tres veces con PBS y ajustados al 4% con solucion salina.

2. Los linfocitos ya purificados por ficoll-hypaque y resuspendidos en RPMI+10% SBF a una
concentracion de 5 x 10° cels/m! son colocados en cajas de petri e incubados a 37 °C

durante 1 hora (para eliminar macrofagos).

3. Posterior a la incubacion, con pipeta pasteur se recolecta el medio con celulas y se enjuaga la caja
con RPMI y se recolecta en el mismo tubo.

4. Se centrifugan las células y se concentran a 10 x 10° cels/mi en RPMI+10% SBF.
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5. Se le agrega la mitad de su volumen en SBF. : B -

6. Se agrega GRC en igual proporcion que las del volumen inicial de Ia kconkcbtyzntr:'lcié,n de células.
’ 7. Se centrifuga en frio a 1200 rpm durante 10 minutos. - ’

8. Se incuba a 4 °C durante 12 a 18 horas. »

9. Se mezcla suavemente la suspension y se deposita un gradiente de ficoll-hypaque (todo a 4 °C).
10. Se centrifuga a 2000 rpm 20 minutos.

11, Se sca el anillo de céelulas B.

12. Se lava con PBS a 1500 rpm durante 15 minutos.

13. El boton se resuspende en PBS y se centrifuga 2 veces a 1000 rpm 10 minutos.

ENSAYO DE MICROLINFOTOXICIDAD PARA TIPIFICACION DE ANTIGENOS.
CLASE 1Y I1(37.90).

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 con los antisueros para clase I se incuban durante 30 minutos y las microplacas para los
clase I1 60 minutos.
3.Se agregan 5 ul del complemento de conejo correspondiente para cada molecula (I y 11) a cada pozo.
4. Las microplacas para las moleculas clase I se incuban durante 1 hora y las clase Il se incuban 2
horas.
5. Se agregan 2 ul de eosina a cada pozo, y se deja reposar 3 a 5 minutos.
6. Se agregan 5 ul de formalina (formaldehido al 40% + 0.3 g Na,HPO, + 0.1 g NaH,PO,).
7. Se lee en microscopio invertido, se cuenta el numero de celula vivas y muertas y los resultados se

informan de acuerdo a la siguiente relacion:
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% de mortalidad i ‘Namero

0al'l0 1
11-20 2
21 - 40 4
41 - 80 . 6
81 - 100 8

TIPIFICACION DE LAS MOLECULAS CLASE III.

FACTOR B (FB) DE LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO.

El polimorfismo del factor B se determina mediante la técnica de electroforesis de alto voltaje

en gel de agarosa, e inmunofijacion de las bandas de proteinas mediante anticuerpo especifico (5,6).

A. Equipo.

. Camara Deluxe para electroforesis Gelman Science.
. Fuente de Poder Deluxe Gelman Science.

. Bomba de agua circulante Thomas Scientific.

. Centrifuga CU-5000 Damon/ JEC Devision.

. Balanza analitica Sartorius.

. Agitador magnetico con platina de calentamiento.
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B. Ma;erial.
l.'Rectangulo de pelicuia dé"pl:;sticorde 10 x 26 cms k(Gel Bénd‘?ilﬁi'Ma;inevéélloéIsr. M;ine
USA). B '
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 No.1.
5. Aplicador de muestras.
6. Micropipetas de 15 y 25 ul.

7. Sujetadores.

C. Reactivos.
1.'/Amortiguador de barbital y lactato de calcio 0.05 M pH 8.6 .
2. Agarosa Sea-Kem Maine USA al 1% en amortiguador de baibital
3. Solucion salina al 0.85%.
4. Glicerol.
5. Solucion de azul de Coomassie al 2.5% ( en una solucion 45% metano!, 10% acido acético
en agua).
6. Solucion decolorante (metanol al 50% en agua destilada mas la quinta parte del volumen total de

acido aceético).

D. Material Biologico.
1. Plasma obtenido con EDTA de 5 ml de sangre.
2. Alicuota de hemoglobina humana normal.

3. Anticuerpo anti-factor B, Atlantic Antibodies. Scarborough, Mo USA).
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E. Téecnica.
1. Preparacion del gel.

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una capa de glicerol, inmediatamente
colocar la pelicula de plastico y presionar para sacar las burbujas de aire. Posteriormente colocar el
marco de plastico en forma de "U" el cual, se fija a la placa mediante los sujetadores, una vez
lista la camara se vacia la solucion de agarosa caliente y se deja solidificar. Ya que se solidifica el gel,
se quitan los sujetadores y el marco de plastico, se seca con papel filtro la zona donde se aplicaran las

muestras.

2. Aplicacion de las muestras.

Con papel filtro Whatman No. | se seca aproximadamente 3 cm del final del gel (a traveés de
todo el gel) donde se aplican las muestras (Catodo). Repetir el proceso dos veces. Sobre el area seca
se coloca un aplicador plastico que tiene perforaciones rectangulares para aplicar las muestras
(MASK). En la primera perforacion se colocan aproximadamente 10 ul de hemoglobina A que sirve
como indicador visual y en las demas se coloca el mismo volumen de cada muestra (12 muestras). Se
espera hasta que las muestras se hayan absorbido en el gel (aproximadamente 15 min). Se quita el

exceso de muestra que no penetro con papel Whatman No. [ y se retira el aplicador de plastico.

3. Corrimiento de las muestras,

Las placas se colocan sobre bases enfriadas por agua circulante entre 6 v 10 °C para cvitar el
sobrecalentamiento de la agarosa. El contacto entre el gel y el amortiguador electrodo se realiza
mediante una mecha constituida por 4 hojas de papel filtro Whatman No. 1 (del mismo ancho que la
placa del gel} perfectamente humedecida en el amortiguador. Una de las puntas de la mecha se coloca

atras de las muestras y la otra a un cm del final del gel, entre las dos mechas debe haber una distancia

de 6.5 cm,
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L1 superficie del gel se cubre con ‘n vndrno para prevemr desecamiento y la electroforesis se
Heva a cabo.2:350. V(75 mA) hasta que ‘la” hemoglobma haya migrado hasta la segunda mecha

(alrededor de 3 horas).

4, Inmunoprecipitacion.

Las bandas del factor B migran en una zona de 3 a 6.5 cm del origen. En esta zona debe
aplicarse el antisuero especifico anti~-fB humano.

Se incuba el gel durante 1-2 hrs a temperatura ambiente en una camara humeda horizontal.

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 vidrio y un peso
de aproximadamente 4 kilogramos.

Se remueve después de 10 min y se quita el peso y el papel. Posteriormente el gel se enjuaga
durante toda Ia noche en un litro de solucion salina para remover restos de proteinas inespecificas.

Enseguida, el gel se lava en agua destilada durante 20min , se seca al aire libre ¢ aplicando
calor.

Se tine la placa con solucién de azul de coomassie durante 10 min.

Se destine Ia placa con la solucion decolorante hasta obtener el mejor contraste.

Se deja secar el exceso de metanol a temperatura ambiente.

Se lee la placa. Las variantes electroforéticas obtenidas se muestran en la figura 5.
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TIPIFICACION DEL FACTCR C4 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El cuarto componente del complemento C4 es codificado por dos loci cercanamente unidos
entre si y localizados entre los loci HLA-B y HLA-D en el brazo corto del cromosoma 6 humano. La
electroforesis seguida de inmunoprecipitacion y tincion de muestras de plasma, previamente tratadas
con neuraminidasa de clostridium perfringes para eliminar el acido sialico, revela que ambos loci de

C4 (C4A y C4B) son altamente polimorficos.

TECNICA.

1, Desializacion.
Diez ul de la muestra se mezclan con 2 ul de neuraminidasa y se colocan en un sistema de

dialisis continua durante 18 horas a 4 °C.

2. Preparacion del gel.

Se cubre una placa de vidrio de 26 cm x 12.5 cm con una solucion de agarosa al 0.5% en agua
destilada, se deja secar.

Se forma un molde colocando encima de la placa anterior una segunda placa de plastico
siliconizado de 1 mm de espesor, se mantienen juntas las placas mediante clips metalicos.

Se prepara una solucion de agarosa al 0.75% en una mezcla de 60 ml de agua desionizada, 35
ml de buffer para C4 y 5 ml de EDTA 0.2 M.

Se vierte la solucion de agarosa de corrimiento para C4 aun caliente dentro del molde y se deja
solidificar, se sella perfectamente el molde con envoltura de plastico y se almacena en refrigeracion

hasta su uso.
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3. Aphcacnon de la mues:ra

Se reduce el exceso de agua del gel.de cornmxento coloca' do 2 veces skkf‘)'brve el unatirade 5cm

de ancho de papel filtro Whatman No. 1. :
Se coloca el aplicador plastico para muestras (MASK). de tal forma que las muestras queden

a unos 2 cm del extremo final del gel.

v Se colocan de 7 a 10 ul de muestras dializadas en cada ranura del aplicador.

Se coloca una muestra de HbS al principio como marcador visual,

Una vez que las muestras se han adsorbido en el gel, se retira el aplicador.

4, Corrimiento electroforético.

Se coloca la placa con el gel en el equipo de electroforesis, con las muestras en el catodo.

Se utilizan 5 hojas de papel Whatman No. | (del tamano de la placa del gel) y se colocan en
el amortiguador de corrimiento; lo mismo se hace en el anodo, quedando entre las dos mechas una
distancia de 10.5 cm.

Se cubre la placa para evitar la desecacion y se ajusta la fuente de poder a una corriente
constante de 65 mA (300-350 volts) y se deja correr hasta que el marcador de Ia HbS ha alcanzado el

extremo opuesto (4-5 horas).

5. Inmunoprecipitacion.

Se agregan 0.5 m} de anticuerpo anti-C4 humano en una area de aproximadamente 5 cm en
el centro del gel.

Se incuba el gel durante 1-2 horas en una camara humeda.

Se enjuaga el gel cuidadosamente bajo un chorro de agua.

Se cubre el gel con una hoja de papel What.man No. I humedecido con agua destilada, seguido
de 10 hojas de papel absorbente tipo toalla y una placa de vidrio o plastico. Se coloca encima un peso

de 4 kilogramos y se deja asi durante 10 min.
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Se enjuaga el gel en solucion salinafdu‘r'a‘nte"toda la'noche y posteriormente se lava con agua

corriente durante 20 min.

Se seca el gel y se tine con una solucion de:azul de coomasi¢, Las bandas obtenidas se observan

en la figura 7.

TIPIFICACION DEL FACTOR C2 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

El polimorfismo del segundo componente del complemento puede ser detectado después de
isoelectroenfoque de muestras de plasma o suero en un gel de acrilamida seguido por la aplicacion de
un recubrimiento hemolitico funcional. La lisis del complemento ocurre en el sitio que contiene
eritrocitos de carnero sensibilizados y todos los componentes del complemento, excepto C2, esa sera
ia posicion de la proteina (57). Las bandas polimorficas de este componente del compiemento son

mostradas en la figura 6.

TECNICA.

1. Preparacion de la solucion de eritrocitos de carnero sensibilizados.
Se toman 20 m! de eritrocitos de carnero al 10%.
Se lavan 4 veces con solucion de VBS-EDTA 0.01 M a 2000 rpm durante 10 min.
Se lavan 4 veces a 2000 rpm durante 10 min con solucion de GV B (agarosa-VBS).
Se resuspende el paquete celular con GVB (! parte de celulas a 10 partes con GBV).

En una celda de espectrofotometro se adicionan 0.1 ml de la suspension celular y 2.4 ml de agua

destilada.
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Se ajusta a cero con un blanco de agua destilada.

Se lee la concentracion de hemoglobina a una longitud de onda de 541 nm.

Cuando l1a absorcion es de 0.420, la concentracion celutar es de 1x10° celulas/ml. El rango de
aceptacion para la concentracion es de 0.40-0.43 nm para llegar a la concentracion requerida se utiliza

la siguiente formula:

Lectura obtenida X volumen de la

suspencion celular Volumen al que

= se debe llevar

0.420

Seincuba 15 min a temperatura ambiente. Los eritrocitos sensibilizados se gurdan a 4 °C,

2. Preparacion del gel.

Se coloca sobre un vidrio de 20.5¢cm x 15 cm, un marco de plastico siliconizado de Imm de
espesor y 0.5 cm de ancho (el marco cubre 3 fados). Encima de este ultimo se coloca una placa de
plastico siliconizado de las mismas dimensiones del vidrio. Se mantienen las placas juntas con clips
metalicos, de tal forma que se obtine una camara de Imm de espesor, con un extremo abierto.

Para hacer el gel se combina solucion stock de acrilamida 26.5 m}, anfolina 1.5 ml, y solucion
de riboflavina 7 ml.

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

Se enfoca el gel durante 18 horas, o hasta que la corriente haya caido a 2 mA/gel.

51



3. Ensayo hemolitico funcional.

Después del electroenfoque, se en;i'uag:; ei grerl Vgn"uriv’:; soiﬁ_cion;d;: yodﬁros"durante 30 min a
temperatura ambiente, o ‘ -

Se vacia la solucion de yoduro y se enjuaga el gel'en-la solucion de VBS-Ca , Mg.

Despues de enjuagar la placa con el gel, se coloca un marco de 2mm de espesor y un vidrio
de 20.5 cm x 15 cm y se fija con clips.

Se hace Ia siguiente mezcla y se vacia en la camara anterior.

Solucion VBS Ca Mg 7.5 ml, agarosa al 2% 7.5 ml, solucion de eritrocitos sensibilizados 0.75
ml, suero deficiente en C2 0.2 ml.

Se incuba el gel durante | hora a 4 °C y despues a 37 °C (durante 2 a 4 horas) hasta que las
bandas de lisis aparezcan.

Se obtiene solamente la capa de eritrocitos y se lava en una solucion que contiene 300 ml de
PBS y 3 ml de glutaraldehido. Se enjuaga 30 min Se deja secar a temperatura ambiente. Los patrones

obtenidos se muestran en la fig. 6.

ANALISIS ESTADISTICO:

El diseno del estudio es transversal (es decir la tipificacion del HLA clase 1,II y III es unica),
prospectivo (la lectura o recopilaéén de los datos o variables se hizo prospectivamente), observacional
(se observo la estructura genética en el sistema HLA, no se introduce ninguna maniobra experimental)
y analitico/descriptivo (se busca asociacion o relacion de causalidad entre herencia v patologia y
describe los haplotipos que luego se analizan), comparativo por que contrastan en una misma familia
afectados, portadores y sanos (en relacion a haplotipo) y los pacientes con la poblacion general.

Para el analisis estadistico se usaron las pruebas de - X2 (31).
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La comparacion entre dos grupos de estudio en funcion de dos caracteristicas independientes,
se efectua generalmente mediante tablas de contigencia de 2 x 2.

Para poder establecer la probabilidad de que ambos grupos difieran uno del otro en forma
significativa, y que su variacion no haya sido solo debida al azar, la tabla de 2 x 2 se evalua mediante

la prueba estadistica X2,

(ad-bc)? N

X% =

(a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

Si el valor obtenido de la prueba de X2 irﬁplica un valor de "p" menor a 0.05, la hipotesis nula
que dio lugar a la comparacion se rechaza. Un valor de p < 0.05 significa que en menos de 1 en 20
casos se cometen errores al rechazar la hipotesis nula.

El valor de "p" se obtiene al interpolar en tablas de distribucion X2 el valor numerico de X2
en funcion de los grados de libertad de la prueba. Para todas las tablas de contigencia de 2 x 2 se
considera un grado de libertad. Si las cifras esperadas en a, b, ¢ 0 d fueran menores a 5, 1a prueba de
X2 deja de tener validez y se debe utilizar en este caso la prueba exacta de Fisher que nos da

directamente el valor de "p".

(a+b)! (c+d)! (a+c)! (b+d)!

f =
al b! ¢! d! NI
El valor de p fue corregido utilizando la formula de Yates que le da mas fuerza a la
comparacion
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{(ad=cb)-0.51* N

n‘b‘c d.N

Se calculo el riesgo relativo (RR) para cada antigeno estudiado.
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VII.RESULTADOS

Se tipificaron 41 familias que incluyeron‘a 4 pacientes conrescleroderma definida segun los
criterios de la ARA y 113 familiares en primer grado, de estos finalmente se obtuvieron 82 haplotipos
enfermos (portados por los pacientes) y 51 haplotipos sanos (no presentes en los pacientes). En las
figuras 8 y 9 se muestran 2 arboles genealogicos de familias tipificadas. Como grupo control se
tipificaron a 50 familias de sujetos sanos de las cuales se obtuvieron 200 haplotipos. De los 41
pacientes 36 (87.8%) fueron mujeres y 5 (12.1%) fueron hombres.

Debido a lo anterior se conto con tres grupos de estudio: pacientes, familiares y controles,los
cuales fueron comparados entre si por la prueba de chi-cuadrada (X?).

Dada la heterogeneidad clinica de la enfermedad el primer analisis se realizo considerando a
todos los pacientes como un solo grupo sin tomar en cuenta el subtipo clinico al que pertenecian. La
frecuencia del HLA-DRS3, estuvo aumentada de manerasignificativa en los pacientes comparada con
los controles de la poblacion normal mexicana segun se muestra en la tabla 10. Ademas hubo un
incremento significativo en cuanto a su frecuencia del complotipo FC31 y del alelo C4B*] (tablas 10
v 11). De la misma forma la frecuencia de los alelos HLA-B16 y HLA-DRS se encontro disminuida
(tablas 9 y 10). De los otros alelos el HLA-A 19 mostro una frecuencia disminuida pero no significativa
al compararse con los controles (tabla 8). El resto de los alelos del HLA-A, -B, -C, -DR vy

complotipos mostraron una frecuencia igual a la de Ia poblacion normal mexicana.
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» Haplotipos portados por los pacientes.
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Haplotipos:

* a) A10,B15,DR3,DQw1,DRwW52,8C01
b} A2 ,B53,DR6,0Qw1,DRwW52,8C31
c) A11,B40,DR4,DQw3,DRw53,5C31

. d) A19,B18,DR3,DQw1,DRw52,5C31
e} A28,835,0R8,0Qw1,DRWS3,FC31
t) A11,B5 ,DR7,DQw3,DRw52,FC31
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Figura 9
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« Haplotipos portados por los pacientes.

Sindrome de CREST

Haplotipos:

a) A9 ,B17,DR7,DQw3,DRw53,SC61
« b) A2 ,.B35,DR5,DQw1,DRw53,SC31
«+ ¢) A28,B53,DR5,DQw3,DRwW52,SC30

d) A19,B35,DR2,DQw3,DRw53,FC31



Tabla 8. Comparaciones estre pacientes y controles

Locus A

A1
A2
A3
A9
A10
A19

Frecuencia Genica

Significado Estadistico

Pacientes Controles
Cromosomas
(n-82) (n»200) 'S p pC# RR
0.146 0.072 3.42 0.064 0.103 2.11
0.304 0.276 0.26 0.613 0.718 1.16
0.085 0.063 0.37 0.540 0.726 1.34
0.109 0.163 1.40 0.236 0317 0.62
0.073 0.056 0.34 0.660 0.759 1.36
0.097 0.197 4.32 0.037 « 0.056 0.43

# p Corregida por Yates.

p Significativa.

=+ p Significativa después de corregir.

Tabla 9. Comparaciones entre pacientes y controles

Locus B

B7

B14
B16
B17
B3S
BS3

Frecuencia Génica

Significado Estadistico

Pacientes Controles
Cromosomas
{n=82) {n»200) x 2 b pC# RR
0.024 0.056 1.24 0.265 0.423 0.43
0.085 0.061 0.60 0.440 0.609 1.46
0.048 0.154 6.04 0.014- 0.023e- 0.28
0.060 0.026 2.20 0.137 0.258 2.53
0.182 0.142 0.83 0.362 0.466 1.38
0.036 0.010 2.36 0.124 0.298 3.76

# p Corregida por Yates.

p Significativa.

«+ p Signiticativa después de corregir.
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Tabla 10.Comparaciones entre pacientes y controles
Locus_pﬁrrx Complotipos

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Controles
Cromosomas

Locus DR {n-82) {n=200) x? p pC# 23]
DR1 0.134 0.092 1.23 0.267 0.372 1.57
DR2 0.047 0.126 3.66 0.0565 0.089 0.36
DR4 0.166 0.253 3.08 0.079 0.109 0.65
DRS 0.231 0.103 7.67 0.005 « 0.009 «« 267
DR7 0.097 0.092 0.04 0.842 0.978 1.09
DR8 0.035 0.161 8.15 0.004 - 0.007 = 0.20
Complotipo
SC31 0.451 0.402 0.63 0.427 0.509 1.23
SC11 0.012 0.023 0.46 0.498 0.824 0.48
FC31 0.146 0.040 9.98 0.001- 0.003 «« 4.11
8C21 0.060 0.046 0.31 0.674 0.795 1.38
SC42 0.085 0.116 Q.54 0.463 0.602 0.72

# p Corregida por VYates.
* p Significativa.
=+ p Signiticativa después de corregir.

Tabla 11.Comparaciones entre pacientes y controles
Locus C4 y Factor B

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Controles
Cromosomas
Locus C4A  (n-82) {n+200) x 2 p pC#  RR
0. 0.109 0.151 Q79 0.373 0.484 0.70
1 0.012 0.010 0.03 0.870 0.634 1.22
2 0.085 0.050 1.28 0.257 0.391 177
3 0.670 0.600 1.24 0.266 0.328 1.36
4 0.085 0.115 Q.54 0.483 0.602 0.72
Locus C48
o] 0.060 0.118 2.20 0.138 0.205 0.48
1 0.829 0.665 7.67 0.005¢ 0.008 .« 245
2 0.097 0.143 1.186 0.283 0.380 0.64
Locus {B
s 0.792 0.766 0.25 0.614 0.728 1.147
F 0.195 0.147 1.08 0.2986 Q.387 1.43
# p Corregida por Yates

p Signiticativa. «+ p Significativa después de corregir
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Al hacei' lacomparacion entre familiares y controles se encdntraron numeﬁtadas tas frecuencias
- del HLA—BS3, -B17,-=DR3 ysignificativamente el -DR7, ndemé§ del C4A"3, C4B*1, el complotipo

’FC3I y‘ el segmento DR6,SC31 (tabla 22). De la misma manera las frecuencias del HLA-BI6 y el
HLA-DRS estuvieron disminuidas (tablas 12~-16).

Las comparaciones entre pacientes y familiares deja ver la importancia de 2 antigenos que son
el HLA-DRS cuya frecuencia estuvo aumentada en los pacientes y el HLA-DR7 con frecuencia
aumentada en los familiares ya que en cuanto a los demas alelos todos parecen presentar una
frecuencia semejante en estos dos grupos (tablas 17-21) a la de la poblacion normal mexicana.

Debido a que existe mas de un antigeno de este sistema asociado a la enfermedad procedimos
a realizar el analisis considerando pares de alelos y como se observa ¢n la tabla 22 la frecuencia del
segmento B35,DR5 se encuentra aumentada significativamente en los pacientes al comparar con los
controles, por su parte las frecuencias de los segmentos B35,DR4y DR2,SC31 estuvieron disminuidas
en este mismo grupo. Por otro lado, en el grupo de familiares se encontraron aumentados

marginalmente cuatro de estos pares de alelos.
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Tabla 12. Comparacion entre familiares y controles

Locus A
Frecuencia Génica Significado Estadistico
Familiares Controles
Cromosomas
(n=51) (n=200) X2 p pC#  RR
A1 0.078 0.072 0.01 0.934 0.830 1.05
A2 0.392 0.276 2.66 0.102 0.144 1.70
A3 0.019 0.063 1.59 0.207 0.368 0.29
A9 0.137 0.163 0.23 0.628 0.787 0.81
A19 0.078 0.197 4.15 0.041. 0.066 0.34
A28 0.078 0.122 0.71 0.389 0.553 0.62
# p Corregida por Yates.
« p Significativa.
s« p Signiticativa después de corregir.
Tabla 13. Comparacion entre familiares y controles
Locus B
Frecuencia Génica Significado Estadistico
Familiares Controles
Cromosomas
{n=51) {n=200) x? p pC# __RR
BS 0.085 0.092 0.03 0.859 0.924 1.10
B8 0.058 0.030 0.98 0.323 0.571 2.02
B14 0.058 0.061 0.00 0.974 0.764 0.88
B16 0.039 0.154 477 0.028 - 0.050-+ 0.22
B17 0.098 0.026 5.67 0.017 - 0.047++ 4.24
BS3 0.036 0.010 8.16 0.004 » 0.019++ 8.43

# p Corregida por Yates.
« p Significativa.
s p Significativa después de corregir.
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Tabla 14. Comparacién entre familiares y controles'
Locus DR

Frecuencia Génica

Significado Estadistico

Familiares Controles

Cromosomas

(n-51) (n=200) x 2 pC# RR
DR1 0.058 0.092 0.62 0.4720 0.663 0.63
DR2 0.058 0.126 1.80 0.1800 0.275 0.44
DR3 0.137 0.046 5.80 0.0160 « 0.036 *~ 3.38
DR4 0.176 0.253 1.38 0.2400 0.322 0.63
DRS 0.058 0.103 1.00 0.3160 0.462 0.53
DR7 0.274 0.092 12.40 0.0004 - 0.0009+« 3.83
DR8 0.039 0.161 5.06 0.0240 « 0.043 <« 0.21
# p Corregida por Yates.
+« p Significativa.
=« p Significativa después de corregir.

Tabla 15. Comparacién entre familiares y controles
Locus C4 y Factor B
Frecuencia Génica Signiticado Estadistico
Familiares Controles
Cromosomas

Locus C4A (n+51) {n=200) x?2 p pC# RR
0 0.039 0.181 4.48 0.034 0.059 0.23
2 0.098 0.050 1.67 0.196 0.336 2.07
3 0.764 0.600 4.75 0.020- 0.043 -« 2.17
4 0.039 0.1156 2.60 0.1086 0.176 0.31
Locus C4B
o] 0.039 0.118 2.86 0.091 0.151 0.30
1 0.080 0.665 11.15 0.0008 - 0.001 «+ 4,63
2 0.039 0.143 4.20 0.040 . 0.070 0.28
Locus fB
S 0.764 0.766 0.00 0.996 0.856 1.00
F 0.235 0.147 2.42 0.119 0.178 1.81

# p Corregida por Yates.

* p Significativa.

*+ p Significativa después de corregir.
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Tabla 16. Comparacién entre familiares y contrdles :
Complotipos

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Familiares Controles
Cromosomas ‘
Complotipo {n+51) (ne200)  x? o pC# RR
SC11 0.039 0.092 0.05 0821 Q773 0.82
FC31 0.196 0.040 14.87 0.0001" 0.0003°+ 5.81
§C21 0.078 0.046 0.92 0.336 0.543 1.81
SC42 0.019 0.116 4.28 0.038 - 0.071 0.15
8C31 0.509 0.402 2.01 0.156 0.208 1.56
# p Corregida por Yates.
. p Significativa.
*= p Significativa después de corregir.
Tabla 17. Comparacion entre pacientes y familiares
Locus A
Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Familiares
Cromosomas
(n-82) {n=51) x? p pC#  RR

A1 0.146 0.078 1.37 0.241 0.369 2.01
A3 0.085 0.019 241 0.120 0.23¢9 4.67
AQ 0.109 0.137 0.22 0.635 0.841 0.77
A10 0.073 0.039 0.64 0.423 0.670 1.88
A18 0.097 0.078 0.14 0.708 0.949 1.27
A28 0.085 0.078 0.02 0.887 0.855 1.10

# p Corregida por VYates.
+« p Significativa.
** p Significativa después de corregir.
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Tabla 18.. Comparacion entre pacientes y familiares

Locus B
Frecuencia Génica Signiticado Estadistico
Pacientes Familiares
Cromosomas

(n=82) (n=51) x? p pC# RR
B5 0.097 0.098 0.00 0.992 0.770 0.99
B8 0.060 0.058 0.00 0.959 0.745 1.04
B14 0.085 0.058 0.32 0.572 0.820 1.49
B16 0.048 0.039 0.07 0.796 0.864 1.26
B17 0.060 0.098 0.62 0.430 0.6562 0.60
B35 0.182 0.117 1.01 0.315 0.447 1.68
B63 0.036 0.078 1.10 0.293 0.514 0.45

# p Corregida por Yates.

p Significativa.

«= p Significativa después de corregir.

Tabla 19. Comparacidén entre pacientes y familiares

Locus DR
Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Familiares
Cromosomas
2
(n«82) (n=51) X p pC# RR
DR1 0.134 0.058 1.89 0.168 0.277 2.48
DR2 0.048 0.058 0.06 0.800 0.883 0.82
DR3 0.060 0.137 2.23 0.135 0.237 0.41
DR4 0.158 C.176 0.07 0.786 0.975 0.88
DRS 0.231 0.058 6.81 0.009« 0.017« 4.83
DR7 0.097 0.274 7.13 0.007 » 0.015 0.29
DR8 0.93

0.036 0.039 001 0.938 0.695

# p Corregida por Yates.

p Significativa.

«« p Significativa después de corregir.
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Tabla 20 COmparacién entre pacientes 'y famlllares
Locus C4 y Factor B

Frecuencia Génica Signiticado Estadlstico
Pacientes Familiares
Cromosomas

(n+82) (n=51) x 2 p pC#  RR
Locus C4A
0 0.109 0.039 2.06 0.150 0.265 3.02
2 0.085 0.098 0.06 0.804 0.949 0.86
3 0.670 0.764 1.34 0.247 0.336 0.63
4 0.085 0.039 1.06 0.302 0.499 2.29
Locus C4B
(o} 0.060 0.039 0.30 0.584 0.883 1.69
1 0.829 0.900 1.36 0.244 0.362 0.63
2 0.097 0.039 1.54 0.214 0.366 2.65
Locus B

0.792 0.764 0.14 0.703 0.869 1.18
F 0.195 0.235 0.31 0.580 0.738 0.79

# p Corregida por Yates.
+ p Significativa.
«+ p Significativa después de corregir.

Tabla 21. Comparacién entre pacientes y familiares
Complotipos

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Familiares
Cromosomas
(n+82) {n+51) x ? p pC# RR
SC11 0.012 0.019 0.12 0.732 0.695 0.62
FC31 0.146 0.196 0.56 0.452 0.609 0.70
SC21 0.060 0.078 0.16 0.696 0.872 0.76
SC42 0.085 0.019 2.41 0.120 0.239 4.67

SC31 0.451 0.509 0.43 0.610 0.631 0.79

# p Corregida por Yates.
* p Significativa.
«+ p Significativa después de corregir.
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Tabla 22, Comparacidnes significativas en dos
alelos de pacientes con escleroderma

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Controles
Cromosomas

(n=82) (n=200) x’ P pC# RR
B35,DRS 0.097 0.020 8.59 0.003- 0.009 .- 530
B35,DR4 0.011 0.069 3.86 0.049 + 0.094 0.16
DR2,SC31 0.023 0.082 3.80 0.051 0.090 0.25

Familiares Controles

(n=51) {n=200)
B17,DR7 0.081 0.020 4.50 0.033 + 0.094 4.17
DR6,SC31 0.081 0.020 4,50 0.033+ 0.094 4.17
DR7,FC31 0.081 0.020 4.50 0.033 - 0.094 4.17
DR7,SC31 0.081 0.020 4.50 0.033* 0.094 4.17

# p Corregida por Yates.
+« p Significativa, <+ p Significativa después de corregir.
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tes famxhares y

s .con escleroderma de tal

¢ l‘orma que uno puede aprec:ar la presenc:a de 5 h p ot pos p‘ s:bleme te xtendxdos o segmentos de

_ellos, dxchos haplotipos son:

1.- A2,B35,DR5,DQw3,DRw52,5C3I
2.~ A2,B5 ,DR4,DQw3,DRwS3,5C31
3.- AJ,B17,DR7,DQw2,DRw53,5C61
4- , ,DRI,DQw!,DRw53,5C3]

5.~ Al, ,DR3,DQw2,DRw52,SC31

Es claro que la mayoria de los pacientes llevan uno u otro de esos haplotipos extendidos ya sea
en el cromosoma base o en el cromosoma homoélogo y algunos llevan un segmento marcador de algun
haplotipo extendido.

Estos haplotipos o segmentos estan presentes en 56 cromosomas de un total de 82 en los
pacientes, es decir, en el 68.2%. La mayoria de ellos incluyen el segmento DR~DQ-Complotipo
habiendo solo un caso que incluye solo al DR (paciente 31) siendo este marcado por el DR7,

De los 5 haplotipos extendidos, los dos primeros parecen ser de origen autoctono con
frecuencias menores a 0.02 en nuestra poblacion, mientras que el tercero es un haplotipo caucasico
ya reportndovcon una frecuencia de 0.028 en esa poblacion y que al parecer tiene una deficiencia en
el C4B (SC61). Como puede verse el haplotipo DR1,DQwi,DRw353,SC31 marcado por el DRI se
encuentra primordialmente en el cromosoma homologo. Por otro lado, el haplotipo
A1,DR3,DQw2,DRwS52,SC3] que va con DR3 parece presentarse en forma homocigota en esos

pacientes.
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" De los 56 hapyljdtip‘ds'eﬁr{t"'erididds ‘0-segmentos.-18 (32.1%) iqqlug;a:h akl,';lbcijys del HLA-A.

‘De los 56, 37 (66.0%) esvuin‘ 'éh‘ éi_ cr'omb: ma asé y.50 o 19" (33.9%) estan en.el cromosoma

. horhélogo. )
: De los alelos cuya frecuencia se encontro aumentada por separado en los pacientes (DRS, FC31
y C4B*1) solo el DR5 y el C4B*1 estuvieron a su vez incluidos en los haplotipos extendidos ya
descritos, mientras que el FC31 no forma parte de ellos.
Los 56 haplotipos extendidos o segmentos estuvieron distribuidos de la siguiente forma:
Marcados por DR5 19 (33.9%)
DR4 13 (23.2%)
DR7 8 (14.2%)
DRI 11 (19.6%)
DR3 5(8.9%)
De los 41 pacientes, 19 (46.3%) son homocigotos para algun haplotipo extendido o fragmento,
los restantes 22 (53.6%) solo tienen el haplotipo extendido o fragmento en uno de sus cromosomas.

Estos Gltimos presentan en su cromosoma homologo basicamente DR6 (7), DR8(3) y DR2(3).
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Tabla 23. Comparacién pacientes vs controles.

Aumentados Disminuidos

DR5 p=0.005 RR=2.57 A19 p=0.037 RR=0.43
FC31 p=0.001 RR=4.11 B16 p=0.014 RR=0.28
C4B+1 p=0.005 RR=2.45 DR8 p=0.004 RR=0.20

o

© B35,DRS p=0.003 RR=5.30

Tabla 24. Comparacién familiares vs controles.

Aumentados Disminuidos

B17 pr0.017 RR-=4.24 B16 p+0.028 RR-0.22
853 p=0.004 RR«B8.43 DAB8 pe0.024 RR*0.21
DR3 p=0.016 RR=3.38

DR7 p=0.0004 RA+3.83

FC31 p+0.0001 RR+5.81
C4B+1 p+0.0008 RR=4.63
DR8,SC31 p«0.007 RR=6.33

Tabla 26. Comparacidn pacientes va tamillares

Aumentado Dlsminuldo

DR5 p=0.009 RRA=4.83 DR7 p«0.007 RR*0.29




Tabla 26a. Haplotipos extendidos o fragmentos en el cromosoma base

16.-
17.-

18.-
19.-
20.-
21.-

Alelos en el cromosoma base

y en el homoélogo de los pacientes con escleroderma.
Alelos en el cromosoma homologo

A B DR paQ DRAw  COM A B DR DaQ DRw  COM

2 as 5 3 52 SC31 2 18 a0 4 53 SC31

2 3s 5 3 52 sca1 28 85 1 2 53 scaz

2 35 5 1 53 SC31. 28 53 5 3 52 §Ca0

2 as 5 4 52 scas X 8 1 1 5 sco1

28 as 5 1 SCa1 3 as 4 3 53 sca1

3 as 5 1 52 FC31 a6 35 5 1 52 FC30

19 35 5 3 53 sCo1 1 17 7 1 53 sC31

2 40 5 3 52 $C30 1 40 4 3 53 sC31

2 40 5 2 52 SC42 9 42 1 1 53 sC31

28 40 5 3 52 sco1 9 14 1 2 53 sc21

1 13 S 3 52 SC31 s Al 8 7 2 52 FC31

19 8 5 3 52 scas 9 40 4 3 53 FC31

X 53 5 3 52 sca1 Ce 8 8 1 52 sco1

10 12 £ 3 52 SC42 i 19° 15 g9 1 53 SC31 :

9 24 5 3 52 FC31 e 37 1 1 53 sco1

9 4 5 1 53 sc31 .2 7 2 1 52 FCa1

10 22 5 3 53 Fcan ‘286 1 1 52 Fcai. !

2 5 4 3 53 sc31 R T 1 52 - . SCI1:
19 s 4 3 53 scat X oxt o x X x $1C02
2 14 4 3 53 $C31 g 2 1 52 . FCan ', '
9 17 4 3 53 sC31 PNy 1 1 52 '

PRt SR
FC21HT
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Tabla 26b. Continuacion de la anterior.

22.-
23.-
24.-
25.~
26.-
27.-

28.-
29.-
30.~
31.-

32.-
a3.-
34.-

35.-
36.-
ar.-

3a.-
39.-
40.-
41.-

Alelos en el cromosoma base

Alelos en el cromosoma homélogo

A B DA oQ DRw coM A, B DR pQ DRw COoM
19 18 4 3 53 sCa1 9 as 7 2 53 sca1
10 14 4 3 53 sc21 X x X X $1C02
11 16 4 3 53 sC42 2 i 8 52 sc42
19 37 4 3 53 FG31 2 8 53 s¢31
28 X 4 3 53 FCa1 g 52 SCO1
9 18 4 2 53 sc21 8. 52 sC31
1 17 7 2 53 sC61 X SC31
28 17 7 53 SCé1 52 sC31

a1 21 I 1 53 FCa1 52 sCa1
2 5 7 3 52 scaz 52 sCo1

2 14 1 1 53 FC21 T g FCa1
11 as 1 1 59 sC31 53 sCa1
3 5 1 2 53 FC31 63 sC21
a1 5 3 2 52 SC31 X scao
1 16 3 2 52 SC31 ‘52 sC42
19 18 a 1 52 SC31 52 SCo1
9 22 2 1 52 SC31 52 sC31
2 12 X X X sC31 X sc21
1 17 X X sca1 FC51
10 21 X X X sCa1 sca1



oo Ena tkab!g», 27 se";ﬁuéé’tran.:ias"tf;eéue ias delos th‘xplotiﬁos extendidos o segmentos en
pagién!és")' s:e‘icomparan coﬁ fa pdbiéciéh'kn‘c');rn’\a"lfméx'iéa’nvav,‘ Cé?no buede observarse, el HLA-DRS

es mzis signiﬁca;ivo cuando incluye al —835; el ~DR4 y -DR4,SC31 estan disminuvidos en los pacientes
: ﬁérp at incluir al ~B5 aumentan pero sin llegar a ser significativos; el -DR7 es mas significativo
' buéndo incluye al -B17 y el -DR3 cuando incluye al SC31. El Gnico que no sigue este patron es el

DRI, el cual, es mas significativo cuando esta solo. Todo lo anterior se abserva graficamente en las

ffguras 10a y 10b que incluyen a los 4 haplotipos con ese patron de aumento.
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Tabla 27. Frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en pacientes

con escleroderma y controles.

Haplotipo o
segmento

B35,DR5,5C31
B35,DRS
DR5,8C31
DRS

B5,DR4,SC31
B5DR4
DR4,5C31
DR4

B17,DR7,5C61
B17,DR7
DR7,5C61
DR7

DR1,SC31
DR1

A1,DR3,5C31
A1,DR3
DR3,SC31
DR3

Frecuencia Génica

Significado Estadistico

Pacientes Controles
v )
(n=82) (n=200) X p RR
0.048 0.020 1.75 0.186 2.51
0.097 0.020 8.59 0.003 « 5.30
0.097 0.046 2.84 0.092 2.29
0.231 0.103 7.67 0.005 « 2.57
0.024 0.020 0.05 0.816 1.22
0.024 0.020 0.05 0.816 1.22
0.085 0.160 2.72 0.099 0.49
0.158 0.253 3.08 0.079 0.55
0.024 0.020 0.05 0.816 1.22
0.036 0.020 0.66 0.416 1.86
0.024 0.020 0.05 0.816 1.22
0.097 0.092 0.04 0.842 1.09
0.036 0.020 0.66 0.416 1.22
0.134 0.092 1.23 0.267 1.09
0.024 0.020 0.05 0.816 = 1.22
0.024 0.020 0.05 0.816 1,22
0.036 0.020 0.66 0.416 1.86
0.060 0.046 0.31 0.574 . 1.38

+ p Significativa después de corregir la p.



Figura 10a. Haplotipos extendidos y sus
fragmentos en la escleroderma.
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Figura 10b. Haplotipos extendidos y sus
fragmentos en la escleroderma.

Frecuencia

~0.08

-10.04

pe0.418 g.0.818 Pe0.818

0.02

(¢}

DR? ° DAT.EC3t BI7T,.0A7 BI7,0AT.3C3t DRI ORI.ICH ALDR3 " A1,DR3.3CHt

[Jescleroderma N Gontroles

74

e SO ,"0.0S



»Ve’sytbs;haplb’ktipos’ extendidos 0 segmentos en el
cromosoma:base ‘o en‘el -homologo en pacientes'y familiares no presenta diferencias significativas

(figura’ 11 ).‘ :

Figura 11. Frecuencia de haplotipos extendidos
y fragmentos en ambos cromosomas

1.2 1.2
1k 41
F
é 0.8+ 27.9 % -40.8
: B
06 \ ~10.6
: ° \
S Gat e X
a. L
Dok 48.1 % 40.2
'O — o
. Pacigntes Familiares -
3 cromosoma base Cromosoma homélogo
[T Hap. no extendido i
Pacientes Familiares
(n=82) (n=54)
Cromosoma base 0.451 0.481
Cromosoma homdlogo 0.231 0.240
Hap. no extendidos 0.318 0.279
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‘ ,Unﬂ véz‘ iea]iéﬁdé)‘él analisis de la enfermedad en general, los 41 pacientes se separaron de
acuerdo a_i subtiﬁo clinico, de tal forma que nuestro grupo incluyo a 22 pacientes con escleroderma
dif‘uéa, I'1 con sindrome de CREST, 5 con escleroderma localizada y 3 con sindrome de Reynolds.

"En las tablas 282 y 28b se muestran las comparaciones de frecuencias genotipicas entre los
conytrOI’es y pacientes con los diferentes subtipos clinicos. Como puede observarse en escleroderma
difusa las frecuencias del HLA-DRS, del complotipo FC31, del alelo C4B*1 y del segmento B35,DR3
se encontraron aumentadas significativamente, mientras que las frecuencias del HLA-B16 y del -DRS.
estuvieron disminuidas. De la misma manera la frecuencia del HLA-DRS también estuvo aumentada
significativamente en esclercderma localizada. Por otro lado, en el sindrome de CREST solo estuvo
aumentada marginalmente la frecuencia del HLA~B53 y en el sindrome de Reynolds la frecuencia del
alelo C4B*2.

En Ia tabla 29 se muestran los haplotipos extendidos 6 segmentos en el cromosoma base y en
el homologo de los pacientes con esclerode.rma difusa. De los 44 cromosomas 31 (70.4%) presentan
cualquiera de los anteriores 5 haplotipos extendidos 6 fragmentos descritos, de estos, 19 (43.1%)
estuvieron en el cromosoma base y 12 (27.2%) en el cromosoma homologo. De los 22 pacientes 12
(54.5%) fueron homocigotos para algunos de los haplotipos extendidos 0 segmentos, mientras que los
restantes 10 (45.5%) solo presentaron haplotipo extendido 6 segmento en uno de los cromosomas

teniendo en el homologo basicamente DR6 (3) vy DR2 (2).
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Tabla 28a. Comparacién de trecuenclas genotipicas entre pacientes con sscleroderma
ditusa y controles.

Frecuencia Génica Significado Estadistico
Pacientes Controles
Cromosomas
(n-44) (n=200) X2 P pC+ RR
Aumentados
DR5 0.250 0.103 6.65 0.009 0.019- 2.84
FC31 0.136 0.040 6.19 0.012 0.033- 3.79
C4B-1 0.886 0.665 8.50 0.003 0.006-- 3.83
B35,DR5 0.136 0.020 12.42 0.0004 0.001-- 7.74
Disminuidos
B16 0.022 0.1564 5.54 0.018 0.035-- 0.13
DR8 0.022 0.161 5.81 0.015 0.030-- 0.12
« p Corregida por Yates.
«+ p Significativa después de corregir.
# Solo se muestran los datos significativos.
Tabla 28b. Comparacién de frecuencias genotipicas entre pacientes con
sindrome de CREST, escleroderma localizada, sindrome de
Reynolds y controles
Sindrome de Crest
Pacientes Controles »
(n=22) {n+200) X p pCe RR
BS&3 0.090 0.010 7.33 0.006 0.060 9.90
Escleroderma Localizada B
Pacientes Controles
(n=10Q) {n=200)
DRS 0.400 0.103 7.90 0.004 0.020 « 5.68
Sindrome de Reynolds
Pacientes Controles
(n=6) {n=200)
C4B.2 0.500 0.143 5.60 0.018 0.072 5.90

" p Corregida por. Yates.
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Tabla 29. Haplotipos extendidos y fragmentos en ambos cromosomas de
pacientes con escleroderma difusa.

13.-
14.-

15.-
16.-

17.-
18.-

19.~

20.-
21,-

Alelos en el cromosoma base

Alelos en el cromosoma homologo

A B DR oQ DRw coMm A B DR po DRw CcoM
2 as 5 3 52 sCat 2 18 1 4 53 5C31
2 3s 5 3 52 sca1 28 as . 2 53 sC42
2 a5 5 4 52 scas X 8 1 1 53 sC31
28 as 5 1 52 scat 3 as 4 3 53 scat
3 as 5 1 52 FCa1 e 35 5 1 52 SC30
1 13 5 3 52 sca1 1 8 7 2 52 FCat
19 8 5 3 52 scan 2 40 4 3 53 FCa1
X 63 5 3 52 sca1 P2 8 8 1 52 scot
28 40 5 3 52 5C01 ] 14 R 2 53 sc21
9 41 s 1 53 _scar 2 7 2 1 52 FC31
2 5 4 3 53 sC31 O TYRMRRT ] 1 52 sc31
19 5 4 3 53 §C31 bigli g 1 1 52 FC21
2 14 4 3 53 sC31 3 14 8 1 52 sC11
9 17 4 3 53 sC31 2 14 e 1 52 FC30
1 17 2 53 sC81 2 21 X X X sca1
2 5 1 52 sc42 16 3 1 52 SC01
2 14 1 1 53 FC21 3 14 1 52 Fcat
3 5 1 2 53, FCa1 2 5 2 1 53 sc21
19 18 3 1 52 SC31 10 15 3 1 52 €01
9 22 2 1 52 sCa1 11 5 52 sca1
1 17 x X X scai 1 21 X X X FC51



De los 15 familiares de este grupo (30 cromosomas), 23 (76.6%) presentaron haplotipos
extendidos o segmentos, de los cuales, 15 (50.0%) estuvieron en el cromosoma base y los 8 restantes
(26.6%) se localizaron en el homologo. De los 15 familiares, 8 (53.3%) fueron homocigotos para alguno
de los haplotipos extendidos o segmentos, mientras que los restantes 7 (46.6%) presentaron solo el
haplotipo extendido o segmento en uno de los cromosomas destacando la presencia de DR6 y DR8 en
el cromosoma homologo.

En este grupo de pacientes, de los 31 haplotipos extendidos o segmentos 9 (29.0%) incluyen
el focus del HLA-A.

La comparacion entre pacientes y familiares de este grupo con respecto a la presencia de
haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homologo muestra que ambos son
muy semejantes.

En estos pacientes con la variedad generalizada basicamente se presentaron 3 de los 5
haplotipos o segmentos descritos:

.- B35,DR5,DQw3,DRw52,SC31.

2.- B5 ,DR4,DQw3,DRw53,SC31.

3.- B17,DR7,DQw2,DRw53,SC61.

La comparacion en cuanto a la frecuencia de estos haplotipos 0 segmentos en pacientes con

escleroderma difusa y controles es mostrada en la tabla 30.

ISR TESIS RO DeeE
AR BE 1A BIBLIOTEGH
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Tabla 30. Frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en pacientes
con escleroderma difusa y controles.

Haplotipo o
Segmento

B35,DR5,5C31
B35,DRS
DR5,SC31
DRS

B5,DR4,SC31
B5,DR4
DR4,SC31
DR4

B17,DR7,5C61
B17,DR7
DR7,5C61
DR7

Frecuencia Génica

Significado Estadisico

Esc. Difusa Controles
Cromosomas

(n=44) (n=200) x 2 P RR

0.068 0.020 3.00 0.083 3.59
0.136 0.020 12.42 0.0004 + 7.74
0.159 0.046 7.66 0.005 « 4.02
0.227 0.103 4.86 0.027 « 2.51
0.045 0.020 0.97 0.323 2.33
0.045 0.020 0.97 0.323 2.33
0.113 0.160 0.60 0.437 0.67
0.136 0.253 2.84 0.092 0.46
0.022 0.020 0.01 0.507 1.14
0.022 0.020 0.01 0.907 1.14
0.022 0.020 0.01 0.907 1.14
0.090 0.092 0.00 0.984 1.01

*~ p significativa después de corregir.




Al igual que en el analisis de la enferinedad ‘en ‘general tqmbién aqui los datos mas
significativos incluyen segmentos 6 haplotipos conﬁpletbs. El H’LA—DRS es mas significativo cuando
incluye al HLA-B3S5; las frecuencias del HLA-DR4 'y del -DR4,SC31 estan disminuidas en los
pacientes pero al incluir el HLA-BS y SC31 dicha frecuencia aumenta aunque sin alcanzar significado
estadistico y finalmente el HLA-DR7 es mas significativo cuando incluye el HLA-B17 y SC61. Todo
lo anterior se observa graficamente en las figuras 12, 13 y 14,

La comparacion de frecuencias de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base
y homologo de pacientes y familiares no presentan ninguna diferencia.

La tabla 31 muestra los haplotipos extendidos o segmentos en los pacientes con sindrome de
CREST ya sea en el cromosoma base o en el homologo. De los 22 cromosomas en este grupo, 12
(54.5%) presentan cualquiera de los 5 haplotipos extendidos o segmentos descritos anteriormente, de
estos 22, 10 (45.4%) estaban en el cromosoma base y solo 2 (9.0%) en el cromosoma homotogo. De los
11 pacientes solo 2 (18.1%) fueron homocigotos para alguno de los haplotipos extendidos o segmentos,
mientras que los 9 restantes (81.8%) solo presentaron haplotipos extendidos o segmentos en uno de sus

cromosomas teniendo en el cromosoma homologo basicamente DR6 (3).

Figura 12. frecuencia del haplotipo B35DR5,SC31 0 sus segmentos en
pacientes con escleroderma difusa y controles.
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Figura 13. Frecuencia del haplotipo B5,0R4,SC31 o sus segmentos en
pacientes con escleroderma difusa y controles.
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Figura 14. Frecuencia del haplotipo B17,DR7,SC61 o sus segmentos en
pacientes con escleroderma difusa y controles.
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Tabla 31. Haplotipos extendidos y fragmentos en pacientes con sindrome

de CREST.
alelos en el cromosoma base alelos en el cromosoma homélogo

A B DR DQ DRw COM A B DR DQ DRw COM
-2 3 5 1 583  $631 28 63 5 3 52  SC30
2-10 12 5 3 52  SCa2 19 15 9 1 53  SC31
3-19 16 4 3 53  SC31 9 8 7 2 53  SC31
4-19 37 4 3 53  FGC31 2 21 6 4 53  SC31 .
5-28 X 4 3 53  FC31 1 16 6 1 52  SCO1
6- 28 177 2 53 _ SCB1 '3 40 8 3 52  sC31
7- 1 21 7. 1 53  FG31 1 8 10 1 52 SC31
8- 11 3 11 53  SC31 '3 3 2 1 53 §C31
9- 1_ 5 3 2 52 SC31 10 53 X X X SC30 .
10- 1 16 3 2 52  SC31 2 22 6 1 52  SC42

11.- 2 12 X X X SC31 28 7 X X X SG21



Eneste grupo dé pacientes de los 12 haploﬁpos gxte_ndidos o segmentos solo 4 (33.3%) incluian
al locus del HLA-A.

Los haplotipos de los pacientes con escleroderma localizada y sindrome de Reynolds son
mostrados en la tabla 32 pero su analisis por haplotipos extendidos o segmentos no se considera debido
al bajo numero de pacientes que incluye cada grupo.

La presencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homoélogo
parece ser diferente segun el subtipo clinico de la enfermedad, razon por la cual, se compara la
frecuencia de estos haplotipos extendidos o segmentos en escleroderma difusa y sindrome de CREST.
Como puede observarse, la frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base es
semejante en ambos grupos (43.1% vs 45.4%), sin embargo, la presencia de estos mismos haplotipos
en el cromosoma homologo es diferente (27.2% vs 9.0%) y por tanto la presencia de haplotipos no
extendidos también resulia diferente existiendo mas en los pacientes con el sindrome de CREST
(45.4% vs 29.5%).

El analisis estadistico de esta comparacion es mostrado en la figura 15 y como puede
observarse ninguna diferencia es finalmente significativa.

Es importante senalar que la relacion del HLA con la severidad de la enfermedad asi como su
relacion con la presencia de autoanticuerpos no fue el objetivo central de esté trabajo, sin embargo,

seria importante definir estas relaciones en nuestro grupo de pacientes.
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Tabla 32. Haplotipos extendidos y fragmentos en escleroderma localizada
sindrome de Reynolds.

Escleroderma localizada

(cromosoma base)

Escleroderma localizada
(cromosoma homdlogo)

A B DR DQ DRw COM A B DR DQ DRw COM
1- 2 40 5 3 52 SC30 1 40 4 3 23 SC31
2- 2 40 5 2 52 5C42 9 42 1 1 53 SC31
3-19 35 5 3 53 $C01 117 7 1 563  SC31
4- 9 21 5 3 52 FC31 1 37 1 1 53 SCO1
5- 9 18 4 2 63 S8C21 2 5 6 1 52 SC31
Sindrome de Reynolds Sindrome de Reynolds
{cromosoma base) (cromosoma homologo)
A B DR DQ DRw COM A B DR DQ DRw COM
1.- 10 22 5 3 53 FC31 2 35 1 1 52 FC31
2.- 10 14 4 3 53 SC21 X X X X X S1C02
3.- 11 16 4 3 53 SC42 2 21 8 1 52 SC42



Figura 15. Comparacion de frecuencias de haplotipos extendidos en
escleroderma difusa y sindrome de CREST.
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VII. DISCUSION.

La genetica de la escleroderma implica varios hechos importantes que han venido siendo
estudiados paulatinamente, entre éstos estan la presencia de la enfermedad en mas de un miembro en
una misma familia, ademas de que la frecuencia es mas elevada en mujeres que en hombres con una
relacion aproximada de 3:1 (64). La frecuencia de anticuerpos antinucleares en familiares de pacientes
tambien ha sido reportada fluctuando entre un 12 y 58 %, la diferencia parece deberse a la utilizacion
de diferentes sustratos en la determinacion; entre los hallazgos a nivel de ruptura de cromosomas e
intercambio de cromatides hermanas el mas importante es el hecho de que dichas rupturas segregan
en forma mendeliana junto con el haplotipo A!,B8,DR3,Cw7,SC0! en individuos caucasicos
sugiriendo la importancia de los antigenos del SPH en la susceptibilidad a la enfermedad.

Existen varias enfermedades que sinser propiamente escleroderma, comparten con ella muchas
caracteristicas, tal es el caso de la enfermedad fibrotica inducida por cloruro de vinilo, 1a cual, se
encontro asociada con el HLA-DR 5, nuevamente apoyando la nocién de participacion de las moléculas
clase 11 en la enfermedad.

Una vez iniciados los estudios de asociacion enfocados a los antigenos del SPH se han
encontrado asociaciones muy heterogeneas destacando basicamente las que involucran a los antigenos
clase 11 (DR3, DRI, DR5, DRwl1, DRw38) v a la presencia de alelos nulos en C4A y C4B (clase 111).

Cabe hacer notar que nosotros solo encontramos aumentada la frecuencia del HLA-DRS5 en
nuestros pacientes, mientras que la frecuencia del HLA-DRS estuvo disminuida. De los antigenos
clase I observamos una frecuencia disminuida del HLA-A19 y del HLA-B16 que son de los antigenos
mas frecuentes en nuestra poblacion (0.197 y 0.154 respectivamente). En nuestro grupo de pacientes
no se encontro la presencia de alelos nulos pero si se encontro una alta frecuencia del C4B*1. Un
hecho que llama la atencion es el aumente en la frecuencia del complotipo FC31, el cual, nosotros

hemos encontrado también en pacientes con artritis reumatoide y espondilitis anquilosante.
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o La qd:rvn‘paf?giérjﬁéhtkre:"i'an{i'liai'é‘s y controles nos hace pensar én que estos son dos grupos muy
diferemes desfacando en los famiiiares un aumento en las frecuenciasrde los alelos HLA-B53, -B17, -
DR3,-DR7 y C4A*3 que en los pacientes se mantienen con frecuencias semejantes al grupo control.

v Al parecer la diferencia importante entre los grupos de pacientes y familiares radica en dos
antigenos, que son, el HLA-DRS5 presente en los pacientes y el HLA-DR7 presente en los familiares
ya que en los demas alelos ambos grupos son muy semejantes.

Una vez realizado el analisis por alelos v al proceder con el analisis por pares de alelos, se
encontré una combinacion B35,DRS5 representada mas importantemente en los pacientes que en los
sujetos control, esto nos hizo pensar en la existencia de haplotipos extendidos 0 segmentos de dichos
haplotipos que revistieran mayor importancia que los alelos por separado.

Al revisar los haplotipos de los pacientes encontramos la existencia de 5 haplotipos extendidos
0 segmentos, los cuales, incluian algunos de los antigenos reportados en la Vlitemtura como antigenos
de susceptibilidad o de progresion de la enfermedad como son el HLA-DRS, -DR1, y -DR3.

De los antigenos cuyas frecuencias encontramos aumentadas en los pacientes con escleroderma,
es importante senalar que el HLA-DRS y el C4B*1 estan incluidos en alguno de los 5 haplotipos
extendidos anteriormente descritos, mientras que el FC31 no forma parte de ellos, lo cual, podria
orientar a que este complotipo represente una forma de susceptibilidad independiente a la que podrian
dar los haplotipos descritos. Ef C4B*] es un alelo que no se ha reportado asociado a escleroderma o
a otra enfermedad autoinmune, sin embargo, el FC31 como ya se menciono es un compiotipo cuya
frecuencia en nuestra poblacion se encuentra aumentada basicamente en los pacientes con artritis
reumatoide y con espondilitis anquilosante.

Cabe senalar que los haplotipos A2,B35,DR5,DQw3,DRw52,SC3t vy
A2,B5,DR4,DQw3,DRw53,SC31 marcados con el HLA-DR5 y -DR4 parecen tener un origen
autoctono ya que se han encontrado en poblaciones indigenas mexicanas como los tzotziles.

El haplotipo A1,B17,DR7,DQw2,DRw53,SC61 marcado por el FLA~DR7 es un haplotipo

extendido (frecuencia de 0.028) adquirido por mestizaje, el cual, se presenta principalmente en sujetos
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de los paises nordicos y su frecuencia es muy alta en las islas del pacifico como las Filipinas, sin
embargo, se cree que en esas islas su elevada frecuencia se debe al llamado efecto de fundador o
deriva genica dado el elevado grado de consanguinidad existente.

El origen de los otros dos haplotipos {marcados por HLA-DR! y ~-DR3) no se puede definir
con certeza pero creemos que tambien pudieron adquirirse por mestizaje y es importante hacer notar
que el primero de ellos (HLA-DR]) se encuentra basicamente en el cromosoma homologo de los
pacientes, lo cual, indica que este haplotipo requiere estar asociado con cualquiera de los otros
haplotipos extendidos ya senalados para poder ejercer su efecto.

Es claro que la mayoria de los pacientes presentan uno u otro de los haplotipos extendidos o
segmentos que incluyen principalmente a las moléculas clase I1.

Cuando se considero el subtipo clinico de Ia enfermedad, el HLA-DRS fue mas frecuente en
la escleroderma difusa, y el HLA-B53 en el sindrome de CREST. Por otro lado, el FC31 y el C4B*]
fueron frecuentes en ambos grupos, con esto se puede pensar que los dos primeros antigenos (HLA-
DRS5 y -B53) sean marcadores del subtipo clinico de Ia enfermedad; el HLA-DRS5 de la forma
generalizada y el HLA-B53 del sindrome de CREST.

A pesar del bajo numero de pacientes con escleroderma localizada y sindrome de Reynolds,
es importante establecer que de los 5 pacientes que integran al primer grupo, 4 de ellos presentaron
el HLA-DRS, mientras que el grupo de sindrome de Reynolds fue mas heterogeneo destacando un
aumento marginal en la frecuencia del C4B*2.

De todos los antigenos ya reportados en la literatura y que al parecer son importantes en la
susceptibilidad a la enfermedad (tabla 3), nosotros, como ya se menciond encontrames mas
frecuentemente en nuestros pacientes al HLA-DRS5, sin embargo, nuestros cinco haplotipos extendidos
incluyen a esté mismo HLA-DRS5 asociado en poblaciones caucasicas a la forma difusa de la
enfermedad y a otros antigenos ya reportados como el HLA-DR1 asociado en poblaciones caucasicas
con el sindrome de CREST y el HLA-DR3 asociado en esta misma poblacion a gravedad de la

enfermedad. Es importante hacer notar que si bien nosotros encontramos esos antigenos, ellos parecen
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tener importancia cuando estan incluidos en algin segmento o haplotipo extendido ya que aun el
HLA-DRS5 el cual, estuvo aumentado significativamente, cuando se incluye en el haplotipo con el
HLA-B35 aumenta su valor significativo. Este antigeno HLA-B3$ se reporto a su vez aumentado en
forma aislada en 1982 en un grupo de 134 pacientes con escleroderma difusa (60) ademas de que en
1989 en un grupo de 40 pacientes rusos con escleroderma se asocio a la presencia de anticuerpos
antinucleares (50% en pacientes vs 17% en controles, RR=4.8) (72).

El alelo HLA-DR7 es mas importante cuando incluye a los otros alelos que integran el
haplotipo B17,DR7,SC61. Et HLA~DR3 cuando incluye el SC31 tambien cumple esta caracteristica
mientras que el HLA-DR1 se sale de este patron y es mas importante cuando esta solo.

De los marcadores relevantes que han sido reportados en la literatura y los cuales estuvieron
ausentes en nuestro trabajo destacan el HLA-DRS8 (disminuido en nuestro estudio) y los alelos nulos
en C4A y C4B. El HLA-DRS es un antigeno de reaccion cruzada con el DRS, el cual, dado el tipo de
antisueros (principalmente de origen caucasico) que se usan es dificil distinguir en nuestra poblacion.
Por otro lado, Ia ausencia de alelos nulos en nuestro estudio se explica por las diferencias étnicas y
cabe mencionar que en nuestra poblacion los alelos nulos estan confinados a los pacientes con lupus
eritematoso generalizado (48).

Otros antigenos relevantes en la poblacion inglesa son el B8,DR3 (52), los cuales, forman parte
de un haplotipo extendido caucasico bien definido (A1,B8, DR3,SCO1); este haplotipo ademas de ser
en muchos estudios caucasicos asociado con autoinmunidad principalmente con LEG, se ha reportado
que segrega como un rasgo mendeliano junto con la ruptura de cromosomas en pacientes tambien
ingleses (76).

Cabe resaltar el hecho de que los alelos nulos en C4A se reportaron aumentados en la poblacion
inglesa, la cual, podria deberse a la presencia del anterior haplotipo extendido. Este haplotipo debido
al reciente mestizaje en nuestra pobiacion no ha sido fijado y podria tener su contraparte en un

haplotipo autoctono presente en los pacientes y marcado como A2,B5,DR4,SC31.
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Los alelos nulos en C4B reportados en la poblacion alemana par'é‘ceknii‘l;cll'{i;' un\";.;ieﬂf‘eﬁcvto;n la
cadena alfa (66), este punto tendria su contraparte en el complotipo SC61, en el cual; al parecer existe
un defecto en el C4B haciendo a este deficiente en este alelo.

Laesclerodermaes una enfermedad autoinmune con caracteristicas principalmente de fibrosis.
Un punto importante seria el poder diferenciar cuales antigenos del SPH se asocian con una u otra de
estas condiciones, sin embargo, en nuestro trabajo no podemos hacer dicha diferenciacion ya que los
antigenos y haplotipos que encontramos se han reportado asociados con ambas condiciones. Por un
lado, Black (18) al estudiar la enfermedad por cloruro de vinilo encontro el HLA-DRS asociado al
proceso de fibrosis ya que en esta enfermedad no encontro presencia de autoanticuerpos y el HLA~
DR3 lo asocio a la gravedad de la enfermedad. Por otro lado, en un estudio realizado en nuestro
departamento en pacientes mestizos mexicanos con sindrome de antifosfolipido primario un haplotipo
marcado por el HLA-DRS5 estuvo al parecer asociado al fenomeno autoinmune como tal ya que en esta
enfermedad no hay presencia de fibrosis y si de autoanticuerpos (49). Ademas de este antigeno, el
HLA~DR3 se asocia a fibrosis de las mucosas en una enfermedad semejante a escleroderma producida
por la ingestion de nueces de la India y por su parte, el HLA-DR4 se asocia también a fibrosis en
sujetos que desarrollaron una enfermedad semejante a escleroderma al ingerir aceite contaminado en
Espana (24). Como podemos observar, la mayoria de los estudios citados son en enfermedades
semejantes a escleroderma, en las cuales, al parecer los antigenos si se asocian principalmente al
proceso de fibrosis, sin embargo, en procesos autoinmunes, la asociacion con antigenos del SPH es mas
heterogénea y por tanto, es dificil definir si realmente dichos antigenos solo se asocian al fenomeno
autoinmune.

Desafortunadamente no existen trabajos de familias que nos permitan definir la asociacion de
estos haplotipos extendidos con alguna enfermedad. En nuestra poblacion nosotros reportamos la
presencia de 3 haplotipos extendidos en pacientes con sindrome de antifosfolipido primario, estos

haplotipos incluian al HLA-DRS5 y al HLA-DR4 pero incrustados en dos haplotipos diferentes a los
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detectados en.-los- pacientes® con escleroderma. estos haplotipos fueron el
A2,BZI;DRS,DQw3,DRw52,SC3l y el A2,B35,DR4,DQw3,DRwS53,SC31 (49).

Es importante hacer notar que la distribucion de los haplotipos extendidos en los pacientes con
escleroderma difusa y sindrome de CREST es diferente, en el primer grupo, los haplotipos extendidos
se localizan en ambos cromosomas estableciendo un tipo de homocigocia para dichos haplotipos
extendidos o segmentos. Por otro lado, en los pacientes con sindrome de CREST los haplotipos parecen
estar localizados unicamente en uno de los cromosomas. Este punto implica que la homocigocia para
estos haplotipos lleva a una forma grave de la enfermedad, mientras que el tener solo uno de estos
haplotipos extendidos implica una forma limitada de dicha enfermedad.

La asociacion de estos haplotipos extendidos con la enfermedad puede orientarse a dos formas
de participacion: la primera implica la existencia de un gen real de susceptibilidad incrustado en esos
haplotipos y que segrege en desequilibrio de union con dichos haplotipos. Este gen pude ser uno del
sistema HLA no detectado o un gen no HLA. La segunda forma de participacion implica la accion
directa de estos haplotipos dada por el efecto que tienen estas moleculas (principalmente las clase II)
en dos fenomenos muy importantes de la respuesta inmune, estos fenomenos son la seleccion del
repertorio de la celula T y la presentacion antigénica, ambos involucrados en el desarrollo de la
tolerancia y por tanto de la autoinmunidad. Estas moleculas heterodimericas clasicamente son de 5
tipos dependiendo de las cadenas que se combinen (DPaf3, DQaf, DReaf;, DRaf3;, DRaB,), sin
embargo, puede haber formacion de moleculas hibridas por complementacion cis (combinacion de

cadenas de diferente isotipo pero localizadas en el mismo cromosoma) o por complementacion _trans

(combinacion de cadenas de igual o diferente isotipo pero localizadas en diferentes cromosomas). Estas
moléculas hibridas se han asociado a enfermedades autoinmunes como la enfermedad céliaca (26) v
la diabetes mellitus insulino dependiente (68). La presencia de haplotipos extendidos en ambos
cromosomas en los pacientes con escleroderma difusa implicaria la formacion de estas moleculas
hibridas por complementacion trans para lo cual se combinaria una cadena de un haplotipos con una

del otro haplotipo. Por su parte, en el sindrome de CREST la presencia de solo un haplotipo extendido
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implicaria Ia formacion de una molécula hibrida por complementacion ¢is requiriendose por tanto solo
un haplotipo. Debido a lo anterior, la seleccion del repertorio de la célula T y la presentacion
antigénica que realizarian estas moléculas en los pacientes seria diferente a la realizada por una
molécula no hibrida en sujetos sanos, implicando por tanto, alteraciones generales a nivel de la
respuesta inmune.

Un punto que ayudaria a entender como es la patogenesis y la genetica de la escleroderma es
el estudio de los modelos animales, estos modelos han sido revizados y se sabe que existen tanto
espontaneos como inducidos, cada modelo imita en parte ciertos aspectos de la enfermedad como son
el inflamatorio, el inmunologico y el fibrotico. Los modelos mas extensamente estudiados son el del
raton mutado TSK /+ y el del pollo UCD-L200 (20), sin embargo, estos modelos han sido estudiados
ampliamente desde el punto de vista de sus alteraciones clinicas y lo que se requeriria en un futuro
es ampliar estos estudios a los de genética formal para poder establecer de esta forma alguna

asociacion desde el punto de vista genético.
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IX..CONCLUSIONES.

1.- Nuestros datos sugieren que en pacientes mexicanos la predisposicion a Escleroderma
asociada al sistema principal de histocompatibilidad es conferida mas que por un alelo independiente,

por un grupo de alelos que constituyen un haplotipo.

2.~ En nuestro estudio detectamos S haplotipos posiblemente extendidos o segmentos de ellos
que parecen conferir la susceptibilidad y a continuacion se muestran en orden de frecuencia en los
pacientes:

a). A2,B35,DR5,DQw3,DRw52,SC31

b). A2,B5 ,DR4,DQw3,DRw53,SC31

c). , ,DRI,DQwi ,DRw53,SC31

d). A1,B17,DR7,DQw2,DRw53,SC61

e). Al, ,DR3,DQw2,DRw52,SC31

La presencia de estos haplotipos extendidos o sus segmentos en el cromosoma homologo parece

ser fundamental para el desarrollo de susceptibilidad a la enfermedad.

3.- La presencia de haplotipos extendidos en el cromosoma homologo en pacientes con
escleroderma difusa y sindrome de CREST parece distinguir a estos dos subtipos clinicos. En la forma
difusa los haplotipos extendidos o segmentos se presentan en ambos cromosomas, mientras que en la

forma limitada (CREST) se localizan solo en un cromosoma,

4.- Parecen existir marcadores que definen el subtipo clinico de la enfermedad como es el caso
de HLA-DRS5 que se presenta basicamente en la forma generalizada de la enfermedad y el HLA-B53

que esta conferido al sindrome de CREST.
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5.~ De las moléculas clase IIl el alelo CAB*1

el ¢ ryhplq‘k‘tipb"FCBI se ‘encontraron
significativamente elevados en los pacientes ihdicanddv'qu»ekpddnqn purticip':ir;en‘ 1a fisiopatogenia de
la enl_'erfnedad.

conclusiones claras.

6.- La asociacion del HLA-DRS y del C4B*2 en escleroderma localizada y sindrome de
Reynolds respectivamente, fue evidente, pero el bajo nimero de pacientes hace dificil establecer

95



BIBLIOGRAFIA

1.- Alarcon-Segovia, D., Palacios, R. and Ibanez de Kasep (1981), Human postthymic precursor cells
in healthy and disease, VII. Inmunoregulatory circuits of the peripheral blood mononuclear cells from

patients with progressive systemic sclerosis. J Clin Lab Immunol 5: 143-148.

2.- Alarcon-Segovia, D.(1985). Scleroderma. In: The autoimmune diseases. Academic Press Inc Rose

N.R. and MacKay I.R (Eds.) Pags:119-143.

3.- Alcocer-Varela, J., Laffon, A., and Alarcon-Segovia, D. (1984). Differences in the production
of and/or the response to interleukin-2 by T lymphocytes from patients with the various connective

tissue diseases. Rheumatol Int. 4: 39-44,

4.~ Alcocer-Varela, J., Martinez-Cordero, E., and Alarcon-Segovia, D. (1985). Spontaneous
production of, and defective response to, interleukin-1 by peripheral blood mononuclear cells from

patients with scleroderma. Clin Exp Immunol. 59: 666-672.

5.- Alper, CA. and Johnson, AM. (1969). Immunofixation electrophoresis: A technic the study of

protein polvmorphism, Vox Sang 57: 1-3.

6.- Alper, CA., Boenisch, T., and Watson, L. (1972). Genetic polymorphism in human glycine-Rich

beta glycoprctein, J Exp Med 135: 68

7.- Alper, CA. (1976). Inherited structural polymorphism in human C2: Evidence for genetic linkage

between C2 and Bf. J Exp Med 144: 111]1-1115.

96



g Alper,. CA., VA»lvdVe'h.k'_ZI:':, Raum,. DD. Yﬁnié‘. EJ. (1982). Hypothesis extended major

* histocompatibility coin:ple‘x'haplox in'man: role of alleles analogous to murine t mutants. Clin

Immunol Immunopathol. 24; 276-285

9.- Alper, CA., Raum, DD., kKarp,fS., Awdeh, ZL., Yunis, EJ. (1983). Serum complement

"supergenes” of the major histocompatibility complex in man (complotypes). Vox Sang 45: 62-67.

10.- Awdeh, ZL., Alper, CA. (1980). Inherited structural polymorphism of the fourth component of

human complement (C4). Proc Natl Acad Sci. USA. 77: 3576-3580.

11.- Awdeh, ZL., Raum, DD., Alper, CA. (1981). Major histocompatibility complex (MHC) linked

complement haplotypes (complotypes) (Abstract). Fed Proc. 40: 1066.

12.- Barnett, AJ., Tait, BD,, Barnett, MA., and Toh, BH. (1989). T lvmphocyte subset abnormalities

and HLA antigens in scleroderma (systemic sclerosis). Clin Exp Immunol. 76; 24-29,
13.- Basset, ML., Halliday, JW., Powell, LW. (1981). HLA typing in idiopathic hemochromatosis
distinction between homozygotes and heterocygotes with biochemical expression. Hepatology 1: 120-

126.

14.- Bidwell, J. (1988). DNA-RFLP analysis and genotyping of HLA-DR and DQ antigens. Immunol

Today 9: 18-22.

15.- Birnbaum, NS,, Rodnan, GP., Rabin, BS., and Bassion, S. (1977). Histocompatibility antigens in

progressive systemic sclerosis (scleroderma ). J Rheumatol 4: 425-428,

97



6.~ ijdri;;ﬁnn:_.:PJ;_‘ "Saner,kMA., Samraoui, ‘B., et al. (1987a). Structure of the human class I

atibility antigens, HLA-A2. Nature. 329: 506-512.

17.- Bjorkrhan, PJ., Saper, MA., Samraoui, B., et al. (1987b). The foreign antigen binding site and

T cell recognition regions of class I histocompatibility antigens. Nature. 32%: 512-518.

18.- Black, CM., Walker, AE., Cataggio, LJ., Welsh, KI., Bernstein, RM., and McGregor, AR. (1983).
Genetic susceptibility to scleroderma-like syndrome induced by viny! chloride. The Lancet 1(8314-5):

53-55.

19.- Black, G., Strominger, JL.(1988). Molecular organization of the DQ subregion (D0-DX-DV-DQ)

of the human MHC and its evolutionary implications. J Immunol. 141: 1734-1737.

20.- Bocchieri, MH., and Jimenez, SA. (1990). Animal models of [ibrosis. Rheumatic Disease Clinics

of North America. 16: 153-167.

21.- Bodmer, JG., Kennedy, LJ., Lindsay, J., Wasik, AM. (1987). Applications of serology and the

ethnic distribution of three locus HLA haplotypes. Brit Med Bull. 43: 94-121.

22.- Bottazzo, GF., Pujol-Borrell, R., Hanafusa, T., Feldmann, M. (1983). Role of aberrant HLA-DR
expression and antigen presentation in induction of endocrine autoimmunity. Lancet. 12: (8359): 1115-

1119,

23.- Briggs, DC., Welsh, K., Pereira, S., and Black, CM. (1986). A strong association between null
alleles at the C4A locus in the major histocompatibility complex and systemic sclerosis. Arth Rheum.

29: 1274-1277.

98



24.- Briggs, DC:, Black, C,, anq'\\’elsh, K. (1990): Genetic factors in'scleroderma. Rheumatic Disease

Clinics-of North America; 16::"31-"51'

25.-Brown, JH., Jardetzky, T:, Saper, MA. etal (1988) Ahypotheu" 'delofthe foremgn antigen

binding site of the class I hlstocompanbnhty molecules Nature 332 845-850.

26.- Bugawan, TL., Angeline, G., Larrick, J., et al. (1989). A combination of a particular HLA-DPS

allele and an HLA-DQ heterodimer confers susceptibility to coeliac disease. Nature 339: 470-473.

27.- Campbell, RD. (1987). The molecular genetics and polymorphism of C2 and factor B. Brit Med

Bull 43: 37-49.
28.- Carroll, MC., Campbell, RD., Porter, RR. (1985). Mapping of steroid 21-hidroxylase genes
adjacent to complement component C4 genes in HLA, the major histocompatibility complex in man.

Proc Natl Acad Sci. USA. 82: 521-525.

29.- Carroll, MC., and Alper, CA. (1987). Polymorphism and molecular genetic of human C4. Brit

Med Bull 43: 37-49.

30.- Cataggio LJ. et al. (1983). Serological markers in progressive systemic sclerosis: clinical

correlations. Ann Rheum Dis, 42: 23-27.

31.- Cavelli, S., Bodmer, F. (1980). The genetic of human population. APII. Segregation and linkage

analysis in human pedigrees and the stimation of gene frequencies. pp: 851.

99



*.-32:- Clements, PJ., O’pelzv. G, Térazaki.'PL.,~Mickey. MR, and Furst, D. (1978). Association of HLA

ahtigens A9 with prdgressivé ;ysiémic‘ ';,clérosvisr(scléroderma). Tissue Antigens 11: 357-361.

33,-.Cresswell, P; (1987). Regulatidn of HLA class I and class Il antigens expression. Brit Med Bull

43:.66-80.

34.- Crouzet, J., Marbach, MC., Camus, JP., Godean, P., et al. (1975). Recherche d’une association

entre antigenes HL-A et aclerodermie systemique. M Presse Med 4: 2489-2492.

35.- Dunckley, H., Jazwinska, EC., Gatenby, PA and Serjeantson, SW. (1989). DNA-DR typing shows
HLA-DRwI1! RFLPs are increased in frequency in both progressive systemic sclerosis and CREST

variants of scleroderma. Tissue Antigens 33: 4178-420.7
36.- Dunham, 1., Sargent, CA., Trow;sdale, J., Campbell, RD. (1987). Molecular mapping of the
human major histocompatibility complex by pulsed-field gel electrophoresis. Proc Natl Acad Sci USA.

84: 7237-7241.

37.- Dupont, B. (1987). Immunology of HLA nomenclature committe/Dupont, B (Ed). Springeer

Yerlag.

- 38.- Emerit, 1., Housset. R.. and Feingold, J. (1976). Chromosoinal breakage and scleroderma: studies

in family members. J Lab Clin Med. 88: 81-86.

39.- Fennell, RH., Rodnan, GP., and Vazquez, JJ. (1962). Variability of tissue-localized properties

of serum from patients with different disease states. Lab Invest 11: 24-31.

100



Edmonds JP. (1980) Charactenzat:on of a factor(s)

presem m Klebsxella culture ﬁltrates that specnﬁcally modifies an HLA 27 associated cell-surface

‘componem J Exp Med 1: 152(2pt 2):3312340.

41.- Germain, BF., Espinoza, LR., Bergen, LL., Vagesh, M., and Vasey, FB. (1981). Increased

prevalence of DRw3 in the CREST syndrome. Arth Rheum 24: 857-859.
42.- Germain, RN. (1987). The ins and outs of antigen processing and presentation. Nature 322: 687

43.- Giordano, M., Magri, D., Valentini, G., Tirri, G and De Biasi, R, (1979). HLA-SD antigens in

progressive systemic sclerosis, Arch Dermatol Res 266: 213-216.

44.- Gladman, DD., Keystone, EC., Baron, M., Lee, P., Cana, D and Mervert, H. (1981). Increased

frequency of HLA-DRS in scleroderma. Arth Rheum 24: 854-856.

45.- Gonzalez-Amaro, R., Alarcon-Segovia, D., Alcocer Varela, J, et al. (enviado a publicacion).

Mononuclear cell-fibroblast interactions in scleroderma,
46.- Gorodezky, C., Najera, R., Rangel, BE., Castro, LE., Flores, J., Velazquez, G.. Granados, J.,
Sotelo, J. (1986). Immunogenetic profile of multiple sclerosis in mexican human. Human Immunol 16:

364-372.

47.- Gorski, J., and Mach, B. (1986). Polymorphism of human Ia antigens: gene between two DR loci

results in a new HLA-D/DR specificity. Nature 322: 67-68.

101



48.- Granados, J., Qli\j:i:res." e

evidence of-the role of ébmple’m’e\

obtained from Mexican ,f':évmlklyv_

studies (abstract). Afth Rhetm. 30 (suppl 4): S21.

49.- Granados, J., Vargas-Alarcon, G., Sanchez, J. and Alarcon-Segovia, D. (1991). Predisposition
to the primary antiphospholipid syndrome in mexicans is encoded by extended haplotypes of the

major histocompatibility complex. Enviado a publicacion.

50.- Hughes, P., et al (1976). Thymus-dependent (t) lymphocytes deficiency in progressive systemic

sclerosis. Br J Dermatol. 95: 469-473.

51.- Hughes, P., Gelsthorpe, K., Doughty, RW., Rowell, NR., Rosenthal, FD and Sneddon, B. (1978).
The association of HI.A-B8 with visceral disease.in.systemic sclerosis, Clin Exp Immunol. 31: 35]-

356.

52.- Kallenberg, CGM., Van Der Voort-Beelen, JM., D'Amaro, J., and The, TH. (1981). Increased
frequency of B8§/DR3 in scleroderma and association of the haplotype with impaired cellular immune

response. Clin Exp Immunol. 43: 478~485.

53.- Klein, J. (1987). Origin of the major histocompatibility compléx pblymorphism the trans-species

hypothesis. Hum Immunol. 19: 155-162.

54.- Koller, BH., Geraghty, DE., Shimizu, Y., De Mars, R., Orr, HT. (1988). HLA-E: A novel HLA

class I gene expressed in resting T lymphocytes. J Immunol. 141; 897-904,

102



55.- Koller, Bh., Geraghty, DE., Dé Ma‘rs,-Rﬂ ijrrV‘H"I‘;;et z'al‘f(l_9891); 'Chromosomal organization of

the human major histocomapatibility éomp'le‘ﬂzki‘qclass' I g'ehe‘famil)}.ilil}.;p Med. 169: 469-480.

56.- Krakauer, RS., Sundeen, J., Saudet;bl'y)N‘ et !jndrmalities of immunoregulation in

progressive systemic sclerosis, evidence f I function and alterated B cell function,
Arch Dermatol. 117: 80
57.- Lawrence, SK., Smidth, CL., Srivastava, | Cantor, CR., Weissman, SM. (1987). Megabase scale

mapping of the HLA gene complex by{puised‘;(xe'lii‘gel,électrophoresis. Science 235; 1387-1380.

$8.- Livingston, JZ., Scott, TE., Wigley, FM., Anhalt, GJ., Bias, WB., McLean, RH., and Hochberg,
MC. (1987). Systemic sclerosis (sclefodel;nia): :Cl'i'ni'i:al,r geﬁetié, and serologic subsets. J Rheumatol.

14: 512-518.

59.- Luderschmidt, C., Komg.G Lexsner B Scholz S and Albert EE. (1987). Circumscribed

scleroderma: internal manifestation and sngmfxcamv orrelauon to HLA DRI and DRS5, Hautarzt 36:

516-521.
60.~ Lynch, CJ., Singh, G., Whiteside, TL., Rodnan, GP., Medsger, TA and Rabin, BS. (1982).
Histocompatibility antigens in progressive systemic sclerosis (PSS;Scleroderma). J Clin Immunol. 2:

314-318.

61.- Maddison, PJ., Skinner, RP., Pereira, RS., Black, CM., et al. (1986). Antinuclear antibodies in

the relatives and spouses of patients with systemic sclerosis. Ann Rheum Dis 45: 793-799-

103



62.- Majsky, A., Kobikova, M., and Stava, Z. (1979). HLA and scleroderma. Tissue Antigens 14:359-

360:

63.--McFarlane, 1G. (1984). Autoimmunity in liver disease. Clin Sci. 67: 569-578.

64.- McGregor, AR., Watson, A., Yunis, E., Pandey, JP., Takehara, K., Txdwell JTand etal (1988).

Familial clustering of scleroderma spectrum disease. Am J Med. 84: 1023 1032

65.- Mc Intire, KR., and Seidman, JG. (1984). Nucleotide sequence of mutant I-AB-bm 12 gene is

evidence for genetic exchange between mouse immune response genes. Nature 308: 551-553.

66.- Mollenhauer, E., Schmidt, R., Heinrichs, M., and Rittner, C. (1984). Scleroderma: Possible

significance of silent alleles at the C4B locus. Arth Rheum 27: 711-712.

67.- Morimoto, C., Halfer, DA., Weiner, HL., Letvin, NL., Hogan, M., Daley M., Soholossman, SF.
(1987). Selective loss of the suppressor inducer T cell subset in progressive multiple sclerosis. Analysis

with anti-2H4 monoclonal antibody. N Eng J Med. 316: 67-72.
68.- Nepom, BS., Schwarz, D., Palmer, JP., and Nepom, GT. (1987). Transcomplementation of HLA
genes in IDDM. HLLA-DQ alpha- and beta- chains produce hybrid molecules in DR3/4 heterozygotes.

Diabetes 36: 114-117.

69.- Niks, M., Rovensky, J., Nyulassy, S., Buc, M., and Zitnan, D. (1982). Lack of association of

HLA-DR antigens with progressive systemic sclerosis (scleroderma). Tissue Antigens. 19: 238-239.

104



70.- Nishikai, "M., Okano, Y., .Yamashiia, H:, et-al.: (1984).'Characterization of centromere
(kinetochore) antigens reactive with sera of pazientsﬁvﬁith a scleroderma variant (CREST syndrome).

Ann Rheum Dis 43: 819-824,

71.- Palmer, RG., Pereira, RS., Dore, CJ., and Denman, AM. (1986). Sister chromatide exchange

frequencies in patients with scleroderma and their relatives. Ann Rheum Dis. 45: 409-411.

72.- Pevnitskii, LA ., Gusera, NG., Sibiriakova, LG., et al. (1989). Analysis of the distribution of class
1 HLA -antigens in patients with systemic scleroderma with regard to features of the clinical course

of the disease and therapy with D-penicilamina. Genetika. 25: 1101-1107.

73.- Pan, SF., Rodnan, GP,, Deutsch, M., and Wala. N. (1975). Chromosomal abnormalities in
progressive systemic sclerosis (scleroderma) with consideration of radiation effects. J Lab Clin Med.

86: 300-308.

" 74.- Postlethwarte, AE. (l99b). Eérl& i'm‘m‘tyxner événts in scleroderma. Rheumatic Disease Clinics of

North America. 16; 125-‘139!

75.- Rabin, BS., Rodnan, GP.,V Bassion, S., énd'Gill; TJ.(1975). HLA antigens in progressive systemic

sclerosis (scleroderma). Arth Rhéum; 18: 381-382. '
76.- Rittner, G., Schwanitz, G., Baur, MP., Black, CM., Welsh, KI., Kuhnl, P and Rittner, C. (1988).

Family studies in scleroderma (systemic sclerosis) demostrating an HLA-linked increased

chromosomal breakage rate in cultured lymphocytes. Hum Genet 81: 64-70.

105



77'.-:VRodknrari;'C'l".7,'y Jobi5n§f5. Si Medgg;ar, :I'Ak;fJ'r.y (}‘9‘7,9)’,‘Ctljéls‘si’fic’atibn T'a‘nd‘\,nomgnclature of

progressive systemic sclerosis (scleroderma), Clin Rheum-Di

78.- Rothfield, NF., and Rodnan, GP.(1968). Serum antinuclear  antibodies in progressive systemic

sclerosis (scleroderma). Arth Rheum. 11: 607-617.

79.~ Sargent, CA., Dunham, 1., Trowsdale, J., Campbell, RD.7(1989). Human mayor histocompatibility

complex contains genes for the mayor heat shock protein HSP70. Prc Natl Acad Sci USA 86: 1968-70.

80.- Schwimmbeck, PL., and Yudt Oldstone, MB. (1987). Autoantibodies to HLA-B27 in the sera of
HLA-B27 patients with ankylosing spondylitis and Reiter's syndrome molecular mimicry with

klebsiella pneumoniae as potential mechanism of autoimmune disease. J Exp Med. 166: 173-181.

81.- Sherer, GK., Jackson, BB., and LeRoy, EC. (1981). Chromosome breakage and sister chromatid

exchange frequencies in scleroderma. Arth Rheum. 24: 1409-14]3.

82.- Soppi, E., Lehtonen, A., and Toivanen, A. (1982). Familial progressive systemic sclerosis
(scleroderma). immmunological analysis of two patients and six siblings from a single kindred. Clin

Exp Immunol. 50: 275-282.

83.- Spies, T., Blanck, G., Bresnahan, M., Sands, J., Strominger, JL. (1989). A new cluster of genes

within the human major histocompatibility complex. Science 243: 214-217,

84.- Steen, VD., Powell, DL., and Medsger, TA. (1988). Clinical correlations and prognosis based on

serum autoantibodies in patients with systemic sclerosis. Arth Rheum 31; 196-203.

106



sclerosis. -

85.- Steen, VD., Medsger, TA: (1990). Epid

Rheumatic Disease Clinicsicjf‘»Nbx"

86.- Strachan, T. (1987); Molecul

1gens.»lr3r1t' Med Buli
43 1-14. : o
87.- Strominger, JL. (k1798_7t St

‘antigens. Brit Med Bull 43: 81-93.

88.- Takehara, K., Mér Y. a 985)5 A’ntinuclear antibodies in the relatives of

patients with systemic ?é{’c'lyero'sibs‘ Br.
89.- Tiwari, JL., and ';ér;xsdki. PL (19857); HLA Vanrci diseésé z;ssociatiox;\s. New York Springer Verlag.
90.- Tiwari, JL., and ferasaki, PI. (1585). HLA aﬁd diseaées. New York, Springer Verlag.

91.- Trowsdale, J. (1987). Genetic and polymorphism class I antigens. Brit Med Bull 43: 15-36.

92.~- Tuffanelli, DL. (1969). Scleroderma, immunological and genetic disease in three families.

Dermatologica 138: 93-104.

93.- Weiner, ES., Earnshaw, WC, et al, (1983). Clinical association of anticentromere antibodies and’

antibodies to topoisomerase I: a study of 355 patients. Arth Rheum. 31: 378-385.

94.- White, PC., Grossberger, D., Onufer, BJ., Chaplin, DD, etal. (1985). Two genes encoding steroid
21-hydroxilase are located near the genes encoding the fourth component of complement in man, Proc

Natl Acad Sci. USA. 82: 1089-1093.

107



i

96.- Yunis, EJ. (1988). MHC haplotypes in biology and medicine. Am I Clin Pathol. 89: 268-280.

97.- Zavala, C. (1980). Contribucion de los factores genéticos y ambientales en las malformaciones

congenitas. Tem Select Ped Clin 2: 185

108



	Portada
	Índice General
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Hipótesis   V. Objetivos
	VI. Materiales y Métodos
	VII. Resultados
	VIII. Discusión
	IX. Conclusiones
	X. Bibliografía



