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|. RESUMEN

Objetivos: Determinarlos marcadores del sistema principal de histocompatibilidad (SPH)
que se asoclan con la presencia del sindrome de antifosfolipido tanto en su forma primaria
(SaFP) como en la secundaria a lupus eritematoso generalizado (SaFS). Establecer, en los
pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG), los marcadores que se asocian con la
presencla del anticuerpo anticardiolipina (aCL) y diferenciarios de los que lo estan con la
enfermedad autoinmune. Finalmente, comparar el sindrome primario y el secundario para

conocer sus semejanzas y diferencias desde el punto de vista genético.

Pacientes y métodos: El estudioincluyé a 17 pacientes con SaFP y a 90 de sus familiares
en primer grado; también se estudiaron 80 pacientes con LEG y a 378 de sus familiares. Como
grupo control se incluyeron 100 individuos pertenecientes a 50 familias mexicanas sin historia
clinica de enfermedad autoinmune. Ademas, como otro grupo de comparacion se incluyeron
41 pacientes a quienes después del tratamiento con clorpromacina se les detectaron
anticuerpos antifosfolipido (aFL). Los antigenos clase |y clase Il se determinaron por la técnica
de microlinfocitotoxicidad; ademas, los antigenos clase |l fueron analizados subsecuentemente
por oligotipificacién usando oligonucledtidos especificos de alelo (ASO) después de la
amplificacion del DNA usando la técnica de reaccién de polimerasa en cadena (PCR). Los
antigenos clase Il se definieron por medio de electoforesis de alto voltaje en gel de agarosa e
inmunofijacién con anticuerpos especificos. El analisis estadistico se realizé por medio de la

prueba de chi-cuadrada y exacta de Fisher usando el programa estadistico EPISTAT.

e S

b st s
R R S G S B, B e s des e L {

B ST

L S R T N




------

Resultados: De los 80 pacientes con LEG, 52 (65 %) fueron positivos para aCL asf como
63 de sus familiares, Treinta y siete de los 80 pacientes con LEG reunieron los criterios de
clasificacion para el SaFS a LEG, mientras que 17 se consideraron negativos para dicho
sindrome. Todos los pacientes con SaFP fueron positivos para aCL, mientras que todos sus
familiares fueron negativos. Los pacientes con LEG positivos para aCL presentaron aumentos
significativos de los antigenos HLA-DR3 (pC=0.04), DR7 (pC=0.005) y DQ2 (pC=0.003). Los

familiares en primer grado de estos pacientes que resultaron positivos para aCL, presentaron

‘aumento significativo de la frecuencia del HLA-DQ2 (pC=0.01) asf como incremento moderado

en la frecuencia del antigeno DR7 (p=0.019). Por su parte, los pacientes con LEG negéii\)os
para aCL presentarcn aumentos moderados en las frecuencias de los antigenos HLA-DR3
(p=0.013) y DQ2 (p=0.021) pero no del DR7. Asf mismo, el grupo de pacientes con aFL
inducidos por tratamiento con clorpromacina presenté un aumento significativo de la frecuencia
del HLA-DR7 (pC=0.008, RR=2.73). El andlisis en los pacientes con SaFS mostré aumento
significativo del antigeno DR7 en aquéllos con el sindrome definido y probable (pC=0,004 y
pC=0.05 respectivamente), mientras que la frecuencia de este mismo antigeno en los pacientes
clasificados como dudosos y negativos fue semejante a la del grupo control. Por otro lado, los
pacientes con SaFP presentaron aumento significativo de la frecuencia del antigeno HLA-DR5
(pC=0.001, RR= 4.4), especificamente del subtipo molecular DRB1*1201 (pC=0.01, RR=13.7).
Finalmente, la comparacién entre los pacientes con el sindrome primario y aquéllos con el
secundarlo mostré diferencias importantes, los primeros se caracterizaron por los antigenos

HLA-DR5 y HLA-DQ3, mientras que los segundos por los antigenos HLA-DR7 y HLA-DQ2.

Conclusiones: El presente trabajo establece que los marcadores asoclados con el SaFS

son el HLA-DR3, DR7 y DQ2; de éstos, el que al parecer se asocia con la presencia del



anticuerpo es el HLA-DR7, mientras que los asociados con el fenémeno autoinmune son el HLA-
DR3 y el DQ2. Por otro lado, el SaFP se asocia con el antigeno HLA-DRS (DRB1*1200) cuya
frecuencia en el SaFS est4 considerablemente disminuida. Estos dos grupos tienen diferencias
genéticas, el SaFP se caracteriza por el HLA-DRS y el DQ3 mientras que el SaFS por el HLA-
DR7 y el DQ2. Esto sugiere que a pesar de ser dos entidades semejantes se requieren de
diferentes marcadores genéticos para que en un individuo se establezca cualquiera de las dos
condiciones clinicas. Finalmente, el estudio sugiere que el camino clinico de un paclente con
autoinmunidad esta geneticamente determinado por marcadores del SPH en el brazo corto del

cromosoma seis humano.
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Il. GENERALIDADES

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) (Figura 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 (1-3),

Hacia el telomero se encuentra la regién clase | del SPH, que tiene por lo menos 17
genes relacionados entre sf (4) y que incluye los loci HLA-A, -B y -C. Hacla el centromero esta
la region clase I, que se puede dividir en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQy DR), cada una
por lo menos con un par de genes a y B (5). Dentro de la regién de clase Il se incluyen los
determinantes HLA-Dw, los cuales se determinan por cultivo mixto de linfocitos (6). Entre las
regiones clase | y clase |ll, se encuentra la regién clase lil, cuyos genes codifican para los
componentes del complemento C2, factor B (iB), C4A y C4B, asl como los genes estructurales
de la 21-hidroxilasa Ay B (21-OHA y 21-OHB):

Dentro del SPH se incluyen el gen de la glioxalasa |, 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 regién clase Il y el gen de una proteina con estructura periédica 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 se designan como: BAT-1,-2, -3, -4 y -5, asf como también un

gen llamado B-144 que es analogo a un gen con igual nombre que el del raton (7). En 1989 se
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encontraron dos locl de la protelna de "choque térmico”, HSP70-1 y HSP70-2, situados entre los
genes de clase lll y el del factor de necrosis tumoral alfa (3).

Los genes clase |, Il y lll se heredan de manera mendeliana codominante. Las moléculas
clase | se expresan en la membrana 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 | clasicos, HLA-A, -By -C, el locus de C es el que menos adecuadamente se expresa. Las
moléculas clase Il se expresan sélo en ciertas células como macréfagos, linfocitos B, células
endoteliales, células dendriticas y células de Langerhans. No se expresan en linfocitos T en
reposos, pero su expresion puede inducirse con mitégenos 6 estimulos ant[geno-espéclfico. Ni
los eritrocitos maduros ni los granulocitos expresan moléculas de clase |l (8).

La frecuencia de recombinacién génetica 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 homélogos que incluya a los genes HLA-Ay -B 6 a HLA-B y -DR ocurre con una
frecuencia un poco menor de 1% del total de meiosis (9). Por esta razén el complejo génico
puede considerarse como una sola unidad genética.

Los alelos de los loci del SPH de u-n cromosoma en particular constituyen un haplotipo
(el genotipo de un individuo esta dado por dos haplotipos, uno de origen materno y otro de
origen paterno). Una combinacién dada de alelos de los loci FB, C2, C4A y C4B forman un

llamado COMPLOTIPO (10) o haplotipo de genes del complemento.
a) Genes Clase |

Los antigenos de clase | son mediadores de la eliminacién alogénica y de la restriccion

de linfocitos T efectores (11). Se constituyen de un par de cadenas polipeptidicas unidas no

10
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covalentemente:; una cadena pesada a, que es glicoproteica, transmembranal de 45 kilodaltones
(kd) y una cadena ligera B , también glicoproteica, de 12 kd. La cadena a es polimérfica y es
codificada por el HLA-A, -B 6 -C y la cadena B, monomdrfica, es la beta2-microglobulina,
codificada por un gen en el cromosoma 15.

La estructura de los antigenos de clase | del SPH, se dedujo inicialmente a partir de la
determinacién de la secuencia de aminoacidos de material purificado de una linea celular
humana linfoblastoide (12). Estas moléculas tienen dominios extracelulares, una regién
transmembranal y una cola citoplasmica corta. Se ha podido encontrar ademas la estructura
tridimensional de una molécula clase |, el antigeno HLA-A2 por medio de cristalograffa de rayos
X (13). La cadena pesada a consta de tres dominios externos (ai, a2 y a3). Los dominios a1
y a2 son los mas distales a la membrana celular y son los que contienen los residuos
polimérficos. Estos dos dominios conforman el sitio de unién- a un antigeno (14), que es de esta
forma presentado por la molécula del HLA al receptor del linfocito T.

La mayor diversidad de aminoacidos de los antigenos de clase | se halla en diferentes
sitios en los dominios a1 y a2, lo que se ha confirmado con experimentos de transfecciones
génicas y por medio de reconocimiento con aloanticuerpos (11). El dominio a3 esta muy
conservado. El polimorfismo de estas moleculas es mayor que el de las regiones variables de
las inmunoglobulinas y la mayoria de las posiciones polimérficas 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 por otras metodologias,

aumenten a 50 para HLA-A y a méas de 100 para HLA-B (15).

11
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b) Genes clase |l

Los antigenos de clase Il son determinantes primarios en la generacion de respuestas
proliferativas de linfocitos T en cultivo mixto de linfocitos (12) y pueden presentar antigenos al
receptor del linfocito T. Estas moléculas se encontraron como impurezas en preparaciones de
antigenos de clase |. Se constituyen de dos cadenas glicoproteicas, unidas no covalentemente,
una pesada a monomérfica, de 33 kd y una cadena ligera B polimdrfica, de 28 kd (5), ambas
codificadas por loci del HLA. La molécula de clase Il tiene cuatro dominios externos: at, a2, 51
y 2, analogos a los dominios ai, a3, a2 y a la beta2-microglobulina de la molécula de clase
l. Los dominios a2 y 82 son del tipo de los dominios de las inmunoglobulinas, muy conservados
y los dominios al y 81 son polimoérficos. Recientemente se obtuvo la estructura tridimensional
por cristalograffa de rayos X, de las moléculas de clase Il (16), la cual tiene cierto parecido a la
estructura de la molécula de clase |.

La molécula de clase Il tiene asociada a las cadenas a y B una glicoproteina
transmembranal de 31 kd, conocida como cadena gama o cadena invariante. Esta cadena no
se detecta con anticuerpos en la superficie celular, por lo que se piensa que se disocia del
complejo entre el paso por el aparato de Golgi y el arribo a la membrana celular (17).

De las cuatro subregiones de los genes de las moléculas de clase Il , la subregién DP
consta de dos pares de loci a y dos B, de los cuales DPa2 y DPB 2 parecen ser pseudogenes
(genes que no codifican para proteinas). La subregién DZ/DO se constituye de los genes DZa
y DOB, pero como estos dos locl estan separados por varios clentos de kilobases, quiza no
formen un dimero a/B (5). La subregién DQ tiene dos genes a y dos B: incluye dos genes DX
(ay B) y un gen DVB entre los genes DQ y DX . La subregién DR tiene cuatro genes B: el B1

codifica para las variantes de DR de DR1 al DR18, el 82 es pseudogen, el 83 codifica para el

12
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determinante DRw52 y el 34 para el determinante DRw53, Hay un gen DRa no polimérfico, Se
expresan tres tipos de productos de clase ll: DP, DQ y DR. No hay evidenclas de que DZa y
DOB se expresen como proteinas, aunque se ha encontrado RNAm normalmente poliadenilado,
de ambos genes en células B. Pueden formarse pares de cadenas DQay DQB en "trans", es
decir, la cadena al y B1 codificadas cada una por uno de los dos cromosomas homélogos de
un individuo. También se pueden combinar productos de diferentes loci, como DRa y DQB, en
ratones transfectados (5).

El polimorfismo de las moléculas de clase Il se encuentra en las cadenas B de los
antigenos HLA-DP, -DQ y -DR. Los residuos polimérficos estan en cuatro cimulos en los
dominios B1 de DQ y DR, asf como en un cimulo en at de DQ. E! polimorfismo de la cadena
DPA es limitado (12). |

El polimorfismo alélico de los antigenos de clase | y Il se reconoce fenotipicamente por
serologfa y reclentemente también por técnicas moleculares.

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

restriccién (18).

c) Genes clase i,

Los genes de clase ill del SPH, después del HLA, forman el conjunto de marcadores
genéticos méas polimériico del humano (19). Los cuatro loci de esta regién (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 genéticos entre ellos (20,21).
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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 (22). Se
sintetizan en el higado y en células de la linea monocito/macréfago. Ambas moléculas parecen
tener tres dominios globulares.

La molécula de C4, pesa 200 kd y tiene tres subunidades unidas por puentes disulfuro:
a (95kd), B (75 kd) y T (30 kd). Se sintetiza como una sola cadena en el orden B-a-t que luego
se glicosila y se procesa intracelularmente; se secreta como una estructura de tres cadenas
(23).

La enzima 21-hidroxilasa es un citocromo P-450, Cuando est4 ausente de manera total
o parcial, 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 lll, gracias al aislamiento
de clonas de cdsmidos que los contienen y se ha establecido el orden relativo de los locl de
C2, FBy C4. Esta regién ocupa aproximadamente 120 kb. El orden de los genes, de centrémero
a telomero, es 21-OHB, C4B, 21-OHA, C4A, FBy C2.

Los dos loci de la 21-hidroxilasa , 210HA y 21-OHB, se encuentran en direccién 3’ junto
a los loci de C4A y C4B, respectivamente (24,25).

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 en la biogénesis de esteroides el otro es un

pseudogen (23).

14
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HLA Y ENFERMEDAD

Desde el descubrimiento de que las moléculas del HLA sirven como elementos de
restriccién para el reconocimiento de muchos patégenos, se pensé que este sistema podria
estar relacionado con la predisposicion para desarrollar algunas enfermedades. La primera
indicacion que apoyé esta hipdtesis fue el descubrimiento hecho en ratones, en los que se
mostré que el desarrollo de leucemia inducida por virus esta asociada al complejo H-2. Estos
hallazgos estimularon la investigacion para la bUsqueda de asociaciones similares en el
humano, sin embargo, los primeros estudios sdlo produjeron resultados que fueron ya sea
negativos o dudosos.

Los avances ocurridos en el conocimiento de la geneética y la biologia de las moleculas
clase |, Il y Il han estimulado la investigacion en el area de la asociaciéon de enfermedades con
alelos de estos genes, especialmente por el papel que tienen en la regulacién de la respuesta’
inmunitaria. En 1973 se reportd la asoclacion 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 (26). Estas enfermedades se pueden incluir basicamente en fres
grupos:

1.- Enfermedades asociadas a los antigenos clase | (principalmente las espondiloartropatias
asociadas al B27).

2.- Enfermedades asociadas a los antigenos clase ll principaimente con el locus HLA-DR.

3.- Enfermedades asociadas a los antigenos clase lll.

El estudio de la relacién entre marcadores del SPH y' algunas enfermedades presenta
varios problemas: en primer lugar, los alelos que se encuentran asociados con algunas

enfermedades, también se encuentran presentes en la poblacién normal; en segundo lugar, se

15




ha observado que en muchos casos un solo alelo se asocia con mas de una enfermedad; y por
Ultimo, dentro de una misma enfermedad, ésta no se asocia en el 100% de los casos con un
solo alelo. Por lo anterior, se ha intentado determinar un mayor polimorfismo dentro de los
alelos del HLA mediante el uso de la biologia molecular; de esta manera, se han descrito
subtipos de alelos que se encuentran asociados a algunas enfermedades. Aln mas, se ha
propuesto que no es un antigeno especifico el que se asocia con un padecimiento, sino mas
bien que puede ser un epitope que puede estar presente en varios alelos el que determina la
susceptibilidad para una enfermedad, e incluso se ha encoﬁtrado que es un aminoéacido el
responsable de la susceptibilidad, como en la diabetes mellitus insulino dependiente que esta
asociada con la presencia de un aminoacido sin carga en la posicién 57 de la cadena 3 del
HLA-DQ.

Por otro lado, es factible, que el gen de susceptibilidad para una enfermedad esté 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 la enzima 21-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 comin con el caso Indice, confiere mayor expresién
bioquimica de sobrecarga de hierro y la aparicién de sintomas clinicos que caracterizan a la
enfermedad (27). Por otro lado, existen enfermedades como la ataxia cerebelosa enla que se
han demostrado genes de susceptibilidad con forma de herencia dominante unidos al SPH.

La mayoria de las enfermedades estudiadas en relacién con el SPH, muestran
asociacién, pero no se ha demostrado ligamiento; entre ellas cabe resaltar el caso de la
espondilitis anquilosante con el B27, ya que esta asociacion tiene uno de los riesgos relativos

més elevados (>100); esta asociacién se ha evidenciado en todas las poblaciones del mundo
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hasta ahora estudiadas.

En cuanto a la participacién de las moléculas clase ll, es Importante considerar que estas
moleculas panticipan en los eventos de activacion tanto en condiciones normales como en
fenédmenos autoinmunes. Su importancia radica en que estas moléculas estan implicadas en los
eventos de presentacion antigénica, asl como en la seleccion del repertorio de la célula T. A
través de esos dos eventos, el polimorfismo del SPH controla aspectos tan importantes como
la competencia inmune, la seleccion del repertorio de la célula T y la activacion periférica.
Debido a toda esta influencia que tienen las moleculas clase |l en la respuesta inmune, es légico
que muchas enfermedades que Involucran alteraciones inmunoldgicas sean asociadas
especificamente con clertos alelos polimérticos de la regién clase |l del SPH. Entre estas
enfermedades tenemos a la diabetes mellitus insulino dependiente asociada con HLA-DRS, -
DR4, o con ambos (DR3/DR4); la artritis reumatoide asociada con el DR4 y DR1 (28,29); la
miastenia gravis asociada con el DR3 y DR7; el pénfigo vulgar asociado con el DR4 y DR6; la
esclerosis multiple asociada con el DR2 y DR3 (28).

Se han propuesto varias hipétesis para explicar el papel de los alelos del SPH en el
establecimiento de la susceptibilidad a enfermedades (30).

Entre estas hipétesis se encuentran:

1.- La hipotesis de similitud molecular, 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 hipdtesis del antigeno HLA modificado, sugiere que los antigenos HLA estan

modificados quimicamente por antigenos extrafios y entonces el sistema inmunitario los
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reconoce como extranos, respondiendo por lo tanto con la produccion del autoanticuerpo
correspondiente, generandose asi el estado de enfermedad.

4.- La hipdtesis de genes de respuesta inmune intenta explicar que la asociacién ocurre
como resultado de respuesta versus no respuesta a un determinante critico que es propio del
agente patégeno.

Desde luego, ninguna hipdtesis en forma aislada explica todas las 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,
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SINDROME DE ANTICUERPOS ANTIFOSFOLIPIDO.,

Historia.

La asociacién entre la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL) y manifestaciones
clinicasfue reportada primeramente en pacientes con lupus eritematoso generalizado (LEG),
quienes presentaban trombosis u otras manifestaciones vasculares periféricas, anticoagulantes
circulantes y/o prueba seroldgica para sifilis falsa positiva (31). No obstante, fue hasta que se
desarrollaron técnicas mas sensibles y especificas para la deteccion de anticuerpos
anticardiolipina (aCL), que se pudo conocer la verdadera magnitud de esta asociacién. Con la
aplicacién del radioinmunoanalisis (RIA) (32) y posteriormente del ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) (33), para la deteccion de los anticuerpos aCL, se hizo claro que en pacientes con LEG
la presencia de anticuerpos antifosfolipido (aFL) puede asociarse con diversas manifestaciones
clinicas que constituyen un sindrome dentro de la enfermedad (34). Posteriormente se encontrd
que el sindrome puede presentarse en pacientes con titulos altos de aFL y manifestaclones
clinicas a las que se asoclan estos anticuerpos, ésto en ausencia de datos clfnicos o serolégicos
de otra enfermedad primaria, por lo que a esta enfermedad y se le denominé "sindrome de
antifosfolipido primario® (SaFP) (35-37), y de esta manera distinguirlo del sindrome de

antifosfolipido secundario (SaFS) que se presenta primordialmente en pacientes con LEG.
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Inmunologia y patogénesis de los aFL.

En 1906 Wasserman (38) describié un tipo de anticuerpo antifosfolipido que se asociaba
con sifilis. Posteriormente se establecié que existlan dos tipos de pruebas serolégicas falsas
positivas para sffilis, estas son: una aguda generalmente asociada con infecciones virales o
bacterianas, una crénica asociada con la presencia de enfermedad vascular de la colagena (39).

El anticoagulante lipico (AL) fue decrito por Conley y Hartman (40) en dos pacientes con
complicaciones hemorragicas, trabajos posteriores mostraron que no existia asoclacién con
complicaciones en la coagulacién (41,42) pero paradojicamente existia asoclacién del AL con
trombosis (43-45). El AL prolonga los tiempos de coagulacién dependientes de fosfolipidos in
vitro por competicién con factores de la coagulacién por la unién a los fostolipidos (46-48). La
carencia de estandarizacion y el incremento en el interés en los anticuerpos antifosfolipidos y
su asociacidn con varios tipos de trombosis llevé a Harris y colaboradores a desarrollar un
radioinmunoandlisis en fase sdlida y posteriormente un ensayo de ELISA para determinar dichos

anticuerpos utilizando a la cardiolipina como antigeno (32).

Caracteristicas de los anticuerpos antifosfollpido.

Los anticuerpos antifosfolipido (aFL) presentes en pacientes con sifilis no se asocian con
complicaciones clinicas. Muchos investigadores han enfocado sus estudios hacia estos
anticuerpos comparandolos con los aFL presentes en pacientes con LEG con el fin de
establecer las diferencias entre estos dos anticuerpos. Se ha sugerido que la ausencia de

complicaciones clinicas en pacientes con sifilis y pacientes con aFL inducidos por drogas y la
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presencia de dichas manifestaciones en pacientes con LEG se deben a diferencias en el isotipo
de dichos anticuerpos (49), variaciones en la avidez del anticuerpo (50,51), distribucidn de la
subclase de IgG (51,52) y también a la especificidad hacia el fosfolipido (63,54). Se sabe que
el isotipo tiene gran importancia clinica, algunos autores han reportado que la IgG se asocia
importantemente con las complicaciones clinicas (55,56-58). La subclase de IgG también puede
reflejar la naturaleza del antigeno involucrado y que por tanto sea importante en la
patogenicidad. En LEG, las subclases de IgG para anticuerpos anti-DNA de doble cadena, anti-
SM y anti-RNP son predominantemente IgG1 e IgG3 (59-61), mientras que para anti-Ro, Lay
U1 RNP son predominantemente IgG1 (62). A diferencia de lo anterior, los anticuerpos aFL en
estos mismos pacientes son predominantemente del isotipo 1gG2 e 1gG4 (51,52). Contrariamente
a lo que ocurre en LEG, los anticuerpos aFL presentes en pacientes con sffilis son de los
~ isotipos IgG1 e IgG3 (51). Las diferencias en la distribucién de subclases implica variaciones en
la induccién del autoanticuerpo y diferencias en los reareglos génicoé y sugieren por tanto
diferencias en el antigeno inductor o en la presentacién antigénica. La presencia de IgG4 en los
aFL presentes en LEG podria estar relacionado con la cronicidad del antigeno inductor ya que
la |gG4 al parecer se presenta como respuesta a una inmunizacién prolongada y puede reflejar
estimulacién antigénica crénica (63,64). El tipo de cadena ligera en los aFL de pacientes con
LEG es predominantemente lambda, mientras que en pacientes con sifilis predomina la cadena
kapa.

La reactividad cruzada de los anticuerpos aFL con anticuerpos anti-DNA se ha sugerido
por varios grupos (65-67), principalmente en base a las reactividades de anticuerpos
monoclonales (66,67). Inicialmente se sugirié que la cabeza polar de los fosfolipido imitaba la
base foslodiester del DNA. Trabajos posteriores se inclinan a pensar que los anticuerpos

monoclonales de baja avidez pueden reaccionar cruzadamente, mientras que los anticuerpos

21




de alta avidez como los derivados de pacientes no presentan esta reactividad cruzada (68,69).
Los anticuerpos aFL de pacientes con LEG al parecer presentan mayor avidez que los
anticuerpos de pacientes con sifilis (51), siempre y cuando esta avidez se determine por
métodos basados en la técnica de ELISA (50,70). Sin embargo, se desconoce si esta avidez
tiene algo que ver con el papel patogénico de estos anticuerpos.

Los aFL unen a fosfolipidos anidnicos tales como cardiolipina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol y acido fosfatidico, La mayoria de los investigadores (49,51,71) han encontrado
que los aFL no unen a fosfolipidos no aniénicos como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, sin
embargo, un trabajo reciente, describe un paciente con AL y un anticuerpo reactivo contra
fosfatidiletanolamina que ademas presentabatrombosis (72). Los primeros trabajos (54) sugieren
diferencias en la especificidad de los anticuerpos aFL de pacientes con LEG y de pacientes con
sffilis, sin embargo, actualmente se sugiere que ambos tienen las mismas especificidades en
cuanto a los fosfolipidos que reconocen (50,51). Los aFL de pacientes con LEG son mejor
inhibidos por cardiolipina en forma pura, mientras que los de los pacientes con sifilis son mejor
inhibidos por cardiolipina como parte del antigeno VDRL (cardiolipina, colesterol y
fosfatidilcolina) (51,54,73). lo cual sugiere que esos anticuerpos reconocen diferentes epitopes
estructurales,

El epitope reactivo en los fosfolipidos no ha sido bien definido, sin embargo, importantes
componentes del epitope han sido identificados. Ambos, el grupo fosfodiester y la cabeza polar
cargada negativamente parecen ser necesarios para la reactividad. La longitud y grado de

saturacion de la cadena de acidos grasos también juega un papel importante (74).
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Sindrome de anticuerpos antifosfolipido (SaF)

La existencia del SaF como una entidad clinica propia esta cada vez mas definida y
delimitada. Diversas manifestaciones clinicas se correlacionan con la presencia de anticuerpos
antifosfolipido en suero y adn en otros fluidos biologicos como orina (75). Las manifestaciones
clinicas incluyen una alta frecuencia de oclusiones vasculares que hablfan sido originalmente
observadas en pacientes con anticoagulante lpico (AL) positivo y prueba seroldgica para sffilis
falsa positiva (31,76). Uno de los trabajos mas extensos y con mayor nimero de pacientes
estudiados es el elaborado por Alarcon-Segovia y colaboradores en 1989 (77), en el que se
estudiaron los aCl de 500 pacientes con LEG mediante ELISA, usando cardiolipina como
antigeno. Las manifestaciones clinicas que se encontraron significativamente asociadas con la
presencia de aFL atitulos altos fueron: trombosis venosa (particularmente las que se presentan
en forma recurrente), trombocitopenia, anemia hemolitica, perdida fetal repetida, livedo
reticularis, Ulceras en piernas, oclusiones arteriales, hipertension pulmonar y mielitis transversa.
Las tres Gltimas mostraron una asociacién muy débil, al parecer debido ala baja frecuencia con
la que se presentan en pacientes con LEG. Para definir mejor la significancia de la asociacién
los autores usaron dos estrategias, una de ellas fue el estudio de un nimero grande de
pacientes con la manifestacion clinica en cuestién (fuera del grupo de los 500 pacientes
estudiados) y la ofra fue investigar la presencia de las manifestaciones en pacientes con SaFP.

También se han asociado la presencia de aFL con valvulopatia cardiaca (78) y con
hipoadrenalismo que se han encontrado en pacientes con SaFP (79). La corea no
estreptocdcica que también ha sido propuesta como relaéionada ala presenciade aFL en LEG,
no ha sido apoyada claramente en estudios mayores debido posiblemente a su baja frecuencia.

Sin embargo, se ha visto que ocurre en pacientes con SaFP (80). Algunas manifestaciones
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clinicas se asocian preferentemente con aFL de clase IgG, como son la pérdida fetal repetida,
la trombosis venosa y la trombocitopenia, en tanto que se asocian con aFL de clase IgM la
anemia hemolitica y la mielitis transversa.

Los pacientes con SaF pueden tener titulos altos de los aFL en forma persistente
detectados por ELISA, aun cuando el ensayo de AL retorne a la normalidad. Ishil y
colaboradores (81) analizaron un grupo de pacientes con LEG e identificaron dos subgrupos:
uno que mostrd persistentemente titulos altos de aFL y otro con incrementos eventuales pero
generalmente con titulos bajos (normales) de los aFL. El subgrupo con AFL persistentemente
altos presentan las manifestaciones clinicas asociadas al SaF, sin variacién en los titulos del
anticuerpo con la actividad de la enfermedad y una baja frecuencia de nefritis ldpica. El
subgrupo con titulos intermitentemente altos presenta sélo algunos sintomas del SaF, los titulos
de los anticuerpos aumentan con los perfodos de exacerbacion de la enfermedad y tienen una

alta frecuencia de nefritis lpica.

Anticuerpos antifosfolipido inducidos por infecciones.

El primer antifosfolipido reportado fue el relacionado con sffilis, que posteriormente se
usé para el diagnédstico serolégico de esta enfermedad. En procesos infecciosos virales también
se han podido demostrar el incremento en los titulos de aFL (82). En pacientes con el virus de
inmunodeficiencia adquirida (HIV), el incremento de los titulos de estos anticuerpos se ha
atribuido a infecciones oportunistas (83,84), sin embargo, Maclean y colaboradores proponen

que el virus es por si mismo capaz de inducir la produccion de aFL (85).
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Anticuerpos antifosfolipido inducidos por farmacos.

A algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromacina se les han detectado
titulos altos de aFL (86), este farmaco, puede a su vez inducir LEG (87), asf como en algunos
casos, la produccién de anticuerpos antinucleares en ausencia de manifestaciones clinicas de

lupus o cualquier otra enfermedad autoinmune (88).

SaF y su asociacién con marcadores del SPH,

Los estudios reportados a este respecto son en |a actualidad muy pocos deblido a suvez
a lo nuevo de esta enfermedad.

Los trabajos realizados hasta la fecha se han enfocado al estudio de los alelos de genes
clase |l (HLA-DR y -DQ) como posibles marcadores de susceptibilidad para enfermedades
autoinmunes (89,90). En cuanto a la relacion del SaF con estos alelos, se han reportado
trabajos en los cuales se utilizan técnicas tanto serolégicas como moleculares. Asi, Savi y
colaboradores (91) reportaron una frecuencia elevada del HLA-DR7 en pacientes del norte de
italia con LEG y anticuerpos anticardiolipina. McHuggh y Maddison (92) por su parte reportaron
una mayor frecuencia del alelo HLA-DR4 en pacientes ingleses y finaimente Arnett y
colaboradores (93) al estudiar 20 pacientes con anticoagulante lUpico utilizando técnicas
moleculares, mostraron aumento de la frecuencia del DQw?7, y en menor grado de los antigenos
HLA-DRS y HLA-DRw52. En cuanto al SaFP, recientemente Asherson y colaboradores (94) al
estudiar 13 pacientes ingleses reportaron una frecuencia elevada del HLA-DR4 y del HLA-

DRwb53.
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. HIPOTESIS.

Existe un marcador del sistema principal de histocompatibilidad més frecuente en sujetos
afectados por el sindrome de antifosfolipido primario que en los sujetos normales y a su vez
dicho marcador puede ser diferente al que se encuentra en los pacientes con lupus eritematoso
generalizado que también presentan el sindrome de antifosfolipido aunque en este caso es de
forma secundaria a la enfermedad. Ya que en el SaFS se conjuntan manifestaciones clinicas y
presencia de un anticuerpo, es posible que diferentes marcadores se asocien con cada una de

estas entidades.

IV. OBJETIVOS.

1.- La tipificacion de las moléculas clase | (HLA-A, -By -C) , clase Il (HLA-DRy -DQ) y
clase lll (C2, C4 y FB) del sistema principal de histocompatibilidad en 17 sujetos con sindrome
de antifosfollpido primario.

2.- Tipificar todos estos marcadores en los familiares consanguineos en primer grado del
mismo grupo de enfermos.

3.- Tipificar los marcadores anteriores en otro grupo de 80 pacientes con LEG con y sin
anticuerpos antifosfolipido, asi como en sus familiares en primer grado..

4.- De los pacientes anteriores determinar sus caracteristicas clinicas y establecer si
tienen o no el sindrome de antitosfolipido.

5.- Estudiar a 41 pacientes quienes después del tratamiento con clorpromacina producen

anticuerpos antifostolipido (medido como anticoagulante lipico).
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V. MATERIALES Y METODOS

Pacientes:

1.- Pacientes con SaFP: El estudio incluye 17 familias mexicanas (personas
emparentadas en primer grado: padres, hermanos y/o hijos, residentes en la Republica
Mexicana con al menos tres generaciones nacidas en México segun informacién proporcionada
por los familiares) con al menos 1 caso Indice (Cl) (Individuo mayor de 18 arfios, seguido en el
Departamento de Inmunologfa y Reumatologia del Instituto Nacional de la Nutricidn Salvador
Zubiran), que reune los criterios propuestos por Sanchez y colaboradores para Sindrome de
Antifosfolipido Primario (SaFP). De las 17 familias, se tipificaron a 17 pacientes y 90 familiares
sanos teniendo un total de 34 haplotipos enfermos (heredados por el paciente) y 31 haplotipos

sanos (no heredados por el paciente y sl por sus familiares sanos).

2.- Pacientes con LEG: El estudio incluyé ademas a 80 pacientes con LEG que reunfan
los criterios del Colegio Americano de Reumatologia para esta enfermedad (95) y a 378 de sus
familiares en primer grado. Todos los pacientes fueron mestizos mexicanos con tres
generaciones nacidas en México. Todos los pacientes formaban parte de una cohorte de
pacientes con LEG en la que se recolectaron diversas variables clinicas y de laboratorio como
son la positividad aCl. y datos clinicos que se correlacionan con la presencia del SaF entre
otras.

Los datos clinicos de los pacientes fueron obtenidos unicamente de 54 de ellos ya que
fueron los pacientes que debido al tiempo de seguimiento de la enfermedad se pud'o establecer
la presencia o ausencia del sindrome clinico, el cual fue clasificado de acuerdo a criterios

previamente establecidos en nuestro departamento (96).

27

L A AT om0



De los 54 pacientes definidos clinicamente, 8 presentaron el sindrome definido, 15 el
sindrome probable, 14 el sindrome dudoso y 17 no presentaron el sindrome. Todo este grupo

también incluyd el estudio de los familiares en primer grado de cada paciente.

3.- Pacientes con anticoagulante iUpico inducido por tratamiento con clorpromacina: Este
grupo estuvo formado por 41 pacientes que por tener problemas de sistema nervioso central
requirieron tomar clorpromacina, ia cual les indujo la produccién de anticuerpos antifosfolipido

medidos por la presencia de anticoagulante lpico.

Controles

1.- Como grupo control para el analisis serologico de los antigenos del SPH se
incluyeron a 100 individuos obtenidos de 50 familias que no tenfan casos de LEG o de otra
enfermedad autoinmune. Todas estas familias fueron de mestizos mexicanos con por lo menos
tres generaciones nacidas en México,

2.- En el grupo control para el analisis molecular se incluyeron a 25 sujetos no
relacionadbs.

3.- El grupo de comparacion de los pacientes caucasicos con anticoagulante ldpico

inducido por clorpromacina incluyd a 100 sujetos caucasicos previamente reportados,

Criterios de Clasificacion para el SaFS a LEG:

Se utilizaron con este fin los criterios para el SaF secundario a LEG reportados

previamente por nuestro departamento (96). Esos criterios incluyen 4 categorias.

a. Definido: si se tienen dos o mas manifestaciones clinicas que se asocien con los

anticuerpos antifosfolipido (aFL) asf como titulos altos de aFL (> 5 DS).
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b. Probable: si se tienen por lo menos una manifestacion clinica y titulos altos de aFL o
al menos 2 manifestaciones y titulos bajos de aFL (> 2, < § SD).

c. Dudoso: sl se tienen dos o més manifestaciones pero no aFL, una manifestacion y
titulos bajos de aFL, o ninguna manifestacion y titulos altos de aFL.

d. Negativo: si se tiene unicamente una manifestacion y no aFL, titulos bajos y ninguna

manifestacion clinica.

Determinacién de aCL:

Los aCL se determinaron en los pacientes con SaFP y SaFS a LEG asl como en sus
familiares en primer grado. Esta determinacion se realizd por la técnica de ELISA utilizando
cérdiolipina como antigeno (Sigma Chemical, St. Louis, MO). El método usado fue el descrito
por Loizou (33) modificado por Gharavi (49) y por nuestro laboratorio (97). Sueros positivos y
negativos fueron donados por el Dr Hughes GRV en Londres para estandarizacion de la técnica.
Los valores normales fueron determinados por nuestro laboratorio al estudiar a 100 sujetos
sanos. Unicamente 4 de ellos mostraron una absorbancia mayor a dos desvlaciones estandar
(DS) de la media normal y ninguno presentd por arriba de 5 DS. Lo anterior se aplicé para los
isotipos I1gG e IgM estudiados con antisueros monoespecificos. La media mas dos DS fue
considerada como positiva para los dos isotipos. Todos los individuos (pacientes y familiares)

fueron probados para la presencia de aCL en por lo menos 5 consultas consecutivas.

Tipificacién de antigenos clase l y Il
Se tomaron muestras de sangre (20 mi) de los pacientes, familiares y controles. Los

linfocitos se obtuvieron de sangre periférica utilizando un gradiente de densidad (98) y las
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células B fueron separadas con el reactivo de Lympho-Kwik (One lambda, California, USA). La
tipificacion serolégica de los antigenos HLA-A, B y C fue realizada en células mononucleares
con la técnica de microlinfocitotoxicidad (99) mientras que la tipificacién de los antigenos HLA-

DRy DQ se realizé en células B utilizando una técnica similar pero con tiempos de incubacién

mas prolongados (100). Las plaéas de tipificacién fueron obtenidas comercialmente (C-Six

Diagnostics, Mequon, Wisconsin, EUA) y contenfan un total de 210 antisueros, 140 para definir
40 especificidades de los loci HLA-A, B, Cy 70 para definir 18 especificidades de los loci HLA-

DRy DQ.

Tipificacién de Antigenos clase Il

El factor B (FB) (101) y C4 se tipificaron mediante electroforesis de alto voltaje en gel de
agarosa e inmunofijacién con anticuerpos especificos anti-FB y anti-C4 respectivamente (Atlantic
Antibodies, Stillwater, Minn, EUA). Para la tipificacion de C4, previo a la electroforesis, la muestra
se tratd con neuraminidasa con el objeto de eliminar los carbohidratos que se anaden a la
proteina después de su sintesis (21). El C2 se determiné por isoelectroenfoque de muestras de
plasma en geles de poliagrilamida seguida de un ensayo hemolitico utilizando eritrocitos de
carnero sensibilizados y suero humano deficiente en C2 (20). Los complotipos son presentados
en un orden arbitrario como FB, C2, C4A, y C4B en su forma abreviada; asl, el SCO1 denota los

alelos FB*S, C2*C, C4A*Q0, C4B*1.
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Tipificacion molecular de los alelos DRB y DQB.
La tipificacién molecular de estos alelos se realizé utilizando la técnica de amplificacion
de DNA por reaccidn en cadena de polimerasa, seguida de la hibridacién del DNA amplificado
utilizando sondas especificas para cada uno de los alelos conocidos. Las sondas deben ser

marcadas para su deteccion.

A. Equipo.

1.- Campana de extraccién,

2.- Termociclador.

3.- Lampara de rayos UV.

4.- Incubadora para hibridacién.
2 5.- Bafos de agua.
6.- Fuente de vacio,

7.- Camara fotografica.

B. Material.

1.- Tubos falcon de 50 ml esteriles.
2.- Pipetas pasteur.

3.- Micropipetas de 20y 100 pl.
4.- Tubos Ependorf de 2.5 mi.

5.- Bolsas de hibridacién.

6.- Pelicula de rayos X,

7.- Peliculas fotograficas.
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C. Reactivos.
1.- Amortiguador Salino de Fosfatos.
2.- Solucidn de lisis (AKC) (NH,C1 0.155M + K,CO, 0.01M).
3.- Solucion RCB (NaCl 10mM + Tris-base 10 mM + EDTA 25 mM).
4.- Amontiguador Tris-EDTA,
5.- Amortiguador de Tris-Base 0.5 M, pH 8.0.
6.- Solucién de Duodecil Sultato de Sodio (SDS) al 10 %.
7.- Proteinasa K (10 mg/mi).
8.- Fenol.
8.- Cloroformo.
10.- Alcohol etilico absoluto.
- 11.- Inicladores derecho e izquierdo para las regiones DRB y DQB.
o 12.- Cloruro de Magnesio.
13.- Deoxinucleétidos (ATP, CTP, GTPy TTP).
14.- Taq polimerasa.
= 15.- Agarosa al 1 %.
16.- Bromuro de etidio {10 mg/mi).
17.- Solucidn de Naranja G (10 ml de Ficoll al 20 %, 2 gr de Tris-base y suficiente
Naranja G para dar color).
18.- NaOH 0.5 M.
19.- NaCL 1.5 M.

20.- Tris-base 0.5 M pH=7.4,

ot 21.- Terminal transferasa.
gi 22.- CoCl 25 mM.
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28.- Oligonucledtidos (sondas) en concentracién de 10 pmoles/ul.
24.- Digoxigenina (ddUTP-Dig) en concentracién de 1 nmol/ul.
25.- EDTA 0.2 M pH=8.0.

26.- Glicdégeno.
27.- LiCl 4 M. {

28.- Etanol al 70 %.

29.- Membranas de Nylon.
30.- Solucion de Hibridacidn, SSPE 6X, Solucién Denhardt 5X, Lauril-sarconine de sodio
' 0.1 %, SDS 0.02 %.
. 31.- SSPE 30X: NaCL 4.5 M, NaH,PO, 0.3 M, EDTA 30 mM.
| 32.- Solucidén Denhardt: PVP y Ficoll 400 al 2 %, 2 g de Albumina serica bovina.
L 33.- Solucién de Cloruro de tetrametil amonio 5 M (TMAC).
s B 34.- Solucion de revelado 1: Ac Maleico 0.1 M, NaCl 0.15 M.
| 35.- Solucidn de revelado 2: Amortiguador 1 mas 0.3 % de Tween 20,
o 36.- Solucién de revelado 3: Solucion de bloqueo diluida 1:10 en amortiguador 1. ;-;-
A 37.- Solucién de revelado 4: Tris-Base 0.1M pH=9.5, NaCl 0.1M y MgCl, 50 mM. .
38.- Solucién de bloqueo: Reactivo de bloqueo al 10 % en amortiguador 1.
39.- Anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina.
40.- Amortiguador de revelado 4: Tris 0.1 M pH=9.5, NaCl 0.1 M y MgCli, 50 mM.

41.- Dioxetano.

D. Material bioldgico.

1.- 20 ml de sangre con EDTA.
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E. Técnicas.

Extraccion del DNA (102).

1.- Colocar 20 ml de sangre (EDTA) en un tubo Falcon de 50 ml.

2.- Agragar 30 mi de PBS y centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos.

3.- Tirar el sobrenadante y al paquete agregarle 50 ml de solucién de lisis (AKC), incubar
por 30 minutos e inmediatamente centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos.

4.- Descartar el sobrenadante y colocar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos.

5.- Descartar el sobrenadante y agregar AKC, agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos.

8.- Descartar el sobrenadante y agregar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos,

7.- Descartar el sobrenadante y agregar 3 ml de amortiguador RCB, 300 ul de SDS al
10 % y 100 pl de proteinasa K (10 mg/ml). Incubar la mezcla durante toda la noche en bano
marfa a 65-70 °C.

8.- Al siguiente dia, saturar el fenol utilizando Tris-Base 0.5 M pH=8.0 volumen a
volumen,

9.- Sacar los tubos del bafio y agregar a cada uno 3 mi de fenol saturado, agitar y
centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos.

10.- Obtener la fase acuosay a ésta agregarle nuevamente 3 mi de fenol saturado, agitar
y centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos. |

11.- Separar la fase acuosa y agregarle 2 m! de amortiguador de Tris-EDTAy & ml de

cloroformo, agitar y centrifugar como en el punto anterior.
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12.- Obtener la fase acuosa y agregarle otros 5 ml de cloroformo, agitar y centrifugar.
Este paso se repite hasta que la fase acuosa quede cristalina.

13.- Separar la fase acuosa y agregar NaCL 5 M (la decima parte del volumen final, de
manera que el NaCl quede a 0.5 M en la solucién).

14.- La mezcla anterior se agita y se agrega etanol absoluto en proporcién 1:4 V)V,

15.- El DNA precipitado se obtiene en un tubo ependorf de 2.5 ml. Este DNA se lava con

etanol absoluto, el cual se desecha. El DNA se deja secar ya sea con N, 6 a temperatura

ambiente

16. Una vez seco, el DNA se hidrata ya sea con Tris-EDTA o con agua destilada y se

guarda a -20 °C hasta su uso.

Amplificacién por Reaccion de Polimerasa en Cadena (PCR) (103,104),

Se prepara una mezcla que contiene todo lo necesario para realizar la amplificacién, la
mezcla es la siguiente;

Agua 1762.5 ul.

Amortiguador de PCR 10X  250.0 pl.

Deoxinucledtido 2 mM 250.0 ul.
Iniciador derecho 50.0 ul.
Iniciador Izquierdo 50.0 pl.

Agitar bien y ponerla en hielo.

Taq polimerasa 12.5 yl.

Antes de afadir la enzima a la mezcla, colocar 2 pl (0.5 pg) de los DNA en los tubos de

PCR. Por ultimo, afadir 47.5 ul de la mezcla anterior a cada tubo (mezclando DNA y solucidn)
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y anadir 2 gotas de aceite mineral.

Posteriormente los tubos son colocados en el termociclador, el cual, se programa con

las siguientes condiciones, las cuales fueron estandarizadas en nuestro laboratorio.

Desnaturalizacion 1 minuto a 94 °C.

Anillamiento 1 minuto a 60 °C.

Extension 1 minuto 30 segundos a 72 °C.
Extensién final 7 minutos a 72 °C.

Todo el proceso se realiza durante 30 ciclos.

Una vez finalizado el proceso de amplificacion, este es corroborado por medio de un gel
de agarosa al 1 %. Se mezclan 5 pl de cada muestra con 7 ul de colorante naranja G. Esta
mezcla se corre en el minigel de agarosa a 50 volts durante 30 minutos. Las bandas son

observadas en un transiluminador UV y se compara su corrimiento con un marcador de peso

molecular conocido.

| Finalmente las muestras amplificadas son guardadas para realizar la hibridacion.

Los iniciadores utilizados en el presente trabajo fueron aquélios especlficos para las

regiones genéricas DRB, DQB ademas del especifico para la region DRB3 (izqulerdo y derecho

en ambos casos), Sus secuencias son mostradas en la tabla 1.

Marcaje de las sondas (105).

Cada sonda en cantidad de 95 pmoles es mezclada con 4 pl de amortiguador para
terminal transferasa, 4 pl de solucién de CoCl 25 mM, 1 pl de ddUTP-Dig (1 nmol/ul} y 1.5

unidades de terminal transferasa.

La mezcla se incuba a 37 °C durante 30 minutos y después se coloca en hielo,

faions |
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Por otro lado, se mezcla 1 ul de glicogeno con 200 pl de EDTA 0.2 M pH=8.0, y de esta
solucion se anaden 2 ul a la mezcla inicial,

El oligonucledtido marcado se precipita con 2.5 pl de LiCl 4 My 85 ul de etanol absoluto
pre-enfriado a -20 °C, mezclar bien y mantener a -70 o -80 °C durante 15 minutos y después a -
20 °C durante 2 horas o toda la noche.

Centrifugar a 12.000 g durante 20 minutos a 4 °C, eliminar el sobrenadante y lavar el
paquete con 60 ul de etanol

Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4 °C, eliminar el sobrenadante y secar el
tubo a vacio o al aire.

En el presente trabajo se utilizaron 57 oligonucledtidos en total, 21 para detectar las
variantes genéricas del DRBy 36 para la deteccién de las variantes DQB (algunas de las cuales

son mostradas en las tablas 2 y 3).

Hibridacion (105,106).

Tratamiento de la membrana. La membrana de nylon es cortada en cuadro de 10 cm®
y es marcada en cuadros pequerios de 1 cm? La membrana se humedece en agua destilada,
posteriormente se coloca en una solucidon de SSPE 10X durante 15 minutos. Se seca en el
horne a 60 °C.

Colocacién de las muestras. En cada cuadro de 1 ¢cm® se colocan 2 pl del DNA
amplificado. La membrana se seca a temperatura ambiente y luego en el horno a 80 °C (puede
fijarse el DNA utilizando un transiluminador UV). Una vez colocado el DNA en la membrana se
procede a desnaturalizarlo, colocando la rﬁembrana en una solucion de NaOH 0.5M/NaCl 1.5M
durante 5 minutos. Después de la desnaturalizacién, la membrana es neutralizada colocandola

en una solucién de NaCl 1.5M/Tris-Base 0.5M pH=7.4 durante 1 minuto. Finaimente la
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membrana se hornea a 80 °C durante 10 minutos y se pone en el transiluminador UV por 3

minutos.

Hibridacién. Las membranas que contienen el DNA amplificado, son pre-hibridadas en
la solucién de hibridacién (0.1-0.2 ml/cm®) durante al menos 30 minutos a 42 °C en bafo marfa
y utilizando bolsas de plastico selladas.

Después de lo anterior, las membranas son hibridadas en la solucién de hibridacion que
contiene el oligonucleétido marcado con la digoxigenina (2 a 4 pmoles de sonda por cada mi
de solucién de hibridacion). Esta solucién también se agrega de 0.1 a 0.2 mi por cm? de
membrana. Este proceso se realiza a 42 °C durante toda la noche.

Las membranas son posteriormente lavadas 2 veces (5§ minutos cada una) con una
soluciéon de SSPE 2X y SDS 0.1% a temperatura ambiente con agitacién utilizando para ésto
recipientes de plastico de tamano apropiado al tamario de la membrana. Por lo general se
utilizan de 50 a 100 ml de solucién de lavado por 100 cm® de membrana (suficiente para que
la solucién cubra completamente a la membrana). Posteriormente, la membrana se lava con una
solucion de TMAC 3M durante 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se lava 2 veces
con esta misma solucién durante 15 minutos a 59 °C (pueden lavarse juntas varias membranas
de distintos oligonucleétidos).

La solucion de hibridacion con el oligonucleétido marcado puede conservarse a -20 °C

y usarse nuevamente hasta 2 veces mas.
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Revelado por Quimioluminiscencia (105,106).

Después del Ultimo lavado con TMAC en el proceso de hibridacidn, se elimina el exceso
de liquido poniendo la membrana sobre un papel filtro unos segundos, sin dejarlo secar (o
sencillamente escurriendo bien la solucion de TMAC).

Los lavados siguientes se realizan a temperatura ambiente, en agitacién y utilizando

recipientes de plastico. El volumen de lavado es de aproximadamente 50 a 100 mi de solucidén

por 100 cm? de membrana (suficiente para cubrir las membranas).

Inmediatamente después de eliminado el exceso de TMAC, las membrans son lavadas
en la solucidn de revelado 2 durante 5 minutos. Posteriormente lavadas en solucion de revelado

3 durante 30 minutos. Incubar en solucién 3 conteniendo el anticuerpo anti-digoxigenina (75

mU/ml) en una dilucién de 1:10000 durante 30 minutos.

Lavar la membrana 2 veces durante 15 minutos cada vez con solucién de revelado 2 y
después de esto equilibrar 1a membrana durante 5 minutos en solucién de revelado 4.

Incubar la membrana durante 5 minutos en la solucién de revelado 4 conteniendo el
sustrato de la fosfatasa alcalina (AMMPPD) en cantidad de 0.1 mg de AMPPD/ml de solucion
3 {dilucién 1:100).

Eliminar el exceso de AMPPD poniendo la membrana unos segundos en papel filtro (no
dejar secar). La soluciéon diluida de AMPPD debe conservarse a 4 °C en oscuridad y reutilizarla

varias veces.

Colocar la membrana en una bolsa nueva de hibridacion y sellarla. Incubar a 37 °C

durante 15 minutos en bafio marfa.
Finalmente, exponer la membrana en una pelicula de rayos X a temperatura ambiente

durante 1 a 3 horas. Se recomienda que se obtengan dos peliculas de cada membrana (de

corta y larga exposicién) con el fin de realizar una mejor interpretaciéon de las mismas.
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Deshibridacién de la membrana. Una misma membrana puede servir para realizar varias
hibridaciones para lo cual se requiere un adecuado lavado de la misma. Para lo anterior se
incuba la membrana en una solucién de NaOH 0.4M a 42 °C durante 20 minutos. Se quita el
exceso de NAOH con papel filtro y la membrana se incuba en una solucidén de Tris-HCI 0.2M
pH=8.0, SSPE 0.1X y SDS 0.1% a 42 °C durante 20 minutos con agitacién constante. La
membrana se deja secar a temperatura ambiente y se verifica la ausencia de oligo utilizando el

transiluminador UV.

Andlisis Estadistico.

Para el andlisis estadistico se usaron las pruebas de chi-cuadrada (X?).

La comparacién entre dos grupos de estudio en funcidon de dos caracterfsticas
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 variacién no haya sido solo debida al azar, la tabla de 2 x 2 se

evalua mediante la prueba estadistica X,

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

Si el valor obtenido de la prueba de X? implica un valor de "p* menor a 0,05, la hipbtesis
nula que dié lugar a la comparacién se rechaza. Un valor de p < 0.05 significa que en menos

de 1 en 20 casos se cometen errores al rechazar la hipétesis nula.
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El valor de "p" se obtiene al Interpolar en tablas de distribucién X? el valor numérico de
X? en funcién de los grados de libertad de la prueba. Para todas las tablas de contigencla de
2 x 2 se considera un grado de libertad. Si las cifras esperadas en a, b, ¢ 6 d fueran menores
a 5, la prueba de X* 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)!

al bl ¢ di NI
El valor de p fue corregido multiplicandola por el nimero de comparaciones realizadas
en las tablas de contingencia (10 para HLA-A, 16 para HLA-B, 8 para DR, 3 para DQ, y 8 para
los complotipos) con el fin de dar mas fuerza a la comparacién

Se calculd el riesgo relativo (RR) para cada antigeno estudiado por el metodo de Woolf

(producto cruzado).
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VI. RESULTADOS

Anticuerpos anticardiolipina en pacientes con LEG, en pacientes con SaFP y en sus
familiares en primer grado: De los 80 pacientes con LEG, 52 (65%) fueron positivos para aCL
y los restantes 28 fueron negativos en por lo menos 5 determinaciones. De los familiares en
primer grado 63 (16.6%) fueron positivos. Todos los pacientes con SaFP fueron positivos para

aCL mientras que todos sus familiares fueron negativos (Tabla 4).

Relacién entre pacientes con LEG positivos para aCL y antigenos del SPH: Se estudiaron
las frecuencias génicas de los antigenos del SPH en los 52 pacientes aCL positivos; en sus 63
familiares positivos y en el grupo control. Las comparaciones de dichas frecuencias se muestran
= en la tabla 5. El grupo de pacientes presentd incremento en la frecuencla de los antigenos HLA-
o DR3 (pC=0.04, RR=2.7), DR7 (pC=0.005, RR=3.4) y DQ2 (pC=0.003, RR=2.5) al compararse
con el grupo control. Por otro lado, la comparacion de los familiares con el grupo control,
mostré incremento significativo en la frecuencia del HLA-DQ2 (pC=0.01, RR=2.2) asf como
disminucién en las frecuencias de los antigenos HLA-A28 (pC=0.02), B39 (pC=0.003), B60
(pC=0.03), DR4 (pC=0.008) y DQ3 (pC=10%). Ademas, se notd incremento en la frecuencia del
antigeno HLA-DR7 (p=0.019, RR=2.4) |la cual no permanecié significativa al corregir el valor de
P.

Al comparar los grupos de pacientes aCL positivos con sus familiares positivos, no se
encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa.

Las frecuencias génicas de los antigenos clase lll se distribuyeron de igual forma en Ips

e tres grupos estudiados (datos no mostrados).
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Relacion entre pacientes con LEG negativos para aCL y antigenos del SPH: La tabla 6
muestra las frecuencias génicas de los antigenos clase | y clase Il en este grupo de pacientes
quienes después de por lo menos 5 determinaciones consecutivas para aCL permanecieron
negativos asi como su comparacion con el grupo control. Los pacientes mostraron incremento
moderado en la frecuencia del antigeno HLA-DR3 (p=0.013, RR=2.8) el cual no permanecié
significativo después de corregir el valor de p. Asl mismo, se observd una disminucién en la

frecuencia del DQ3 (pC=0.01).

Relaciénentre pacientes tratados con clorpromacinay antigenos del SPH: Las frecuencias
génicas en este grupo de pacientes fue comparada con la correspondiente en su grupo control
(Tabla 7). Los pacientes que desarroliaron anticoagulante lipico después del tratamiento con

clorpromacina presentaron aumento en la frecuencia del HLA-DR7 (pC=0.008, RR=2.73).

Relacidn entre el SaFS a LEG y antigenos del SPH: De los 80 pacientes con LEG, en 54
se contd con informacidn clinica suficiente para clasificarlos segtin los criterios previamente
descritos en la seccion de pacientes y métodos. De esta forma, 8 se clasificaron con el
sindrome definido, 14 con el probable, 15 se clasificaron como dudosos y 17 fueron negativos.
Las frecuencia génicas de los antigenos del SPH en estos grupos de pacientes fueron
comparadas con la frecuencia correspondiente en el grupo control (Tabla 8). Este analisis
mostré incremento significativo de la frecuencia del HLA-DR7 en el grupo de pacientes con el
sindrome definido (pC=0.004, RR=6.5) asi como también en los clasificados como sindrome
probable (pC=0.05, RR=3.92). La frecuencia de este antigeno en los pacientes dudosos y
negativos para el sindrome fue similar a la frecuencia en el grupo control. Los cuatro grupos

mostraron incrementos significativos de la frecuencia del HLA-DQ2; por su parte los pacientes
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clasificados como dudosos mostraron ademas, incremento en la frecuencia del HLA-DR3

(pC=0.03, RR=4.8),

Relacién entre el SaFP y los antigenos del SPH: Las diferencias significativas entre
pacientes y controles se limitaron a los alelos de la regidn clase Il del SPH (Tabla 9). El grupo
de pacientes al compararse con el grupo control presentd incremento significativo en la
frecuencia del antigeno HLA-DR5 (pC=0.001, RR=4.4) asi como también disminucién en la
frecuencia del antigeno HLA-DRw53 (pC=0.04). Los familiares de estos pacientes por su parte
presentaron Unicamente disminucién en la frecuencia del antigeno HLA-DQ3 (pC=0.009).
Finalmente la comparacién entre pacientes y familiares mostré Unicamente disminucion en la
frecuencia del HLA-DR7 (pC=0.02) en el grupo de pacientes.

Las frecuencias génicas de los demas antigenos HLA-DQ y de los del complemento
fueron similares en pacientes y controles.

Con el fin de estudiar con mas detalle el alelo relevante (HLA-DRS) y poder definir sus
subtipos moleculares, utilizamos oligonucleétidos especificos de alelo (ASO). Esta determinacion
se realizo en 21 pacientes con SaFP y en 25 sujetos control (Tabla 10). Con ello se encontré
que el subtipo predominante en este grupo de pacientes es el DRB1*1201. Por ofra parte se
encontro un aumenté importante en el riesgo relativo que confiere este subtipo (pC=0.01,
RR=13.7).

Puesto que un punto de controversia son las semejanzas y diferencias genéticas que
pudieran existir entre los pacientes que desarrollan el sindrome de antifosfolipido en forma
primaria y aquellos que lo desarrollan secundariamente a otra enfermedad, decidimos comparar

los marcadores genéticos del SPH en estos dos grupos de pacientes,
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Comparacion entre el SafFP y el SaFS con respecto a las frecuencias génicas de los
antigenos del SPH: Las frecuencias génicas de los antigenos del SPH en los pacientes con SaFP
fueron comparadas con las frecuencias en los pacientes con SaFS (Tabla 11). Este ultimo grupo
estuvo formado por los pacientes clasificados con sindrome definido y probable (n=22), lo
anterior debido a que son los grupos que presentan tanto manifestaciones clinicas como
positividad al anticuerpo. Al realizar estas comparaciones, se encontré que los pacientes con
SaFP se caracterizan por los antigenos HLA-DRS (pC=0.003 vs SaFS) y DQ3 (pC=0.02 vs
SaFS), mientras que el grupo de pacientes con SaFS se caracterizé por los antigenos HLA-DR7

(pC=0.007 vs SaFP) y DQ2 (pC=0.002 vs SaFP).
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Vii. DISCUSION.

El presente trabajo establece que los antigenos del SPH asociados con la presencia del
sindrome de antifosfolipido son el HLA-DRS, -DR3, -DR7y -DQ2. El DR5 se asocia con la forma
primaria, mientras que los otros tres lo hacen con la forma secundaria del sindrome. La
presencia del HLA-DRS3 en el grupo de pacientes con LEG negativos para aCL, en los pacientes
con SaFS$ clasificados como dudosos y negativos (titulos bajos o ausencia de aCL) y ademas
en los pacientes con LEG positivos para aCL, sugiere que este marcador parece estar asociado
principaimente con el fendmeno autoinmune representado en este caso por el LEG. Por ofro
lado, la presencia del antigeno DR7 en los pacientes con SaFS clasificados como definidos y

probables (presencia de aCL), en los pacientes con LEG positivos para aCL asf como también
en sus familiares positivos para el anticuerpo, y ademas en el grupo de pacientes con
anticoagulante lGpico inducido por clorpromacina, sugiere que dicho marcador pudiera estar

asociado principalmente con la presencia del anticuerpo (Figura 2).

Este reporte confirma la asociacién del HLA-DR7 con los anticuerpos aCL en pacientes
con LEG lo cual fue originalmente descrito por Savi y colaboradores en pacientes italianos (111)
y difiere sin embargo, de aquéllos descritos por McHugh en pacientes Ingleses (112). La razén
de esta discrepancia puede ser que el estudio italiano, al igual que el nuestro, considerd las
positividades para los isotipos IgG e IgM, mientras que el estudio inglés Unicamente considero
el isotipo IgG.Otras causas de la diferencias pueden ser variaciones en las frecuencias génicas
de los antigenos relevantes en cada grupo étnico, tal es el caso del DR4 el cual es el antigeno
mas comun en la poblacién mexicana lo que hace dificil asociarlo con alguna enfermédad.

Ya que el SaFS en mexicanos se asocia con los antigenos HLA-DRS, -DR7, y -DQ2 es

dificil separar los marcadores asociados a la autoinmunidad de aquéllos asoclados con la
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presencia del anticuerpo. Los resultados en los familiares positivos al anticuerpo ayudaron a
separar estas dos condiciones. Asi, los familiares positivos mostraron tnicamente incremento
del HLA-DR7 sugiriendo con ello que este marcador se asocia con la presencia del anticuerpo,
Los datos en los pacientes negativos mostrados en la tabla 6 apoyan este mismo hecho ya que
los antigenos con frecuencias incrementadas en este grupo fueron el DR3 y el DQ2 pero no el
DR7. Estos pacientes negativos sin embargo, deben tomarse con precaucion ya que a pesar
de que se les han realizado por lo menos 5 determinaciones no sabemos si continien siendo
negativos en un futuro, por lo cual se requiere un seguimiento a largo plazo. El dato que apoya
fuertemente la asociacidén del DR7 con la produccidén de los anticuerpos antifosfolipido es el
obtenido en los pacientes que producen anticoagulante iUpico después del tratamiento con
clorpromacina, estos pacientes presentan alteraciones de la coagulacién pero esto no se refleja
en alteraciones clinicas.

Los datos en la tabla 8, en la cual se presenta la asociacién del DR7 con el SaFS
definido y probable, sugiere un papel preponderante del DR7 en el desarrollo del sindrome, sin
embargo, debido a que los criterios para el sindrome incluyen tanto la presencia de
manifestaciones clinicas como la del anticuerpo, ello hace dificil conocer si el DR7 se asocia
principalmente con el sindrome clinico o con la presencia del anticuerpo, sin embargo como
se menciond, el hecho de que el DR7 esté presente en los familiares positivos para el
anticuerpo, asf como también el hecho de que los pacientes negativos para él no lo presenten,
suglere que dicho marcador esta principalmente asociado con la presencia del anticuerpo pero
que también puede ser un marcador del SaFS clinico.

El estudio realizado por Arnett en pacientes de Estados Unidos (113) utilizando técnicas
moleculares establece un aumento de la frecuencia del DQ7 en los pacientes que presentaron

anticoagulante lipico, sin embargo la forma de determinar los anticuerpos en ese estudio hace
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dificil realizar alguna comparacién con los nuestros.

Es importante hacer notar que los trabajos que existen hasta la fecha no intentan separar
la condlicion de autoinmunidad de la presencia del anticuerpo; es bien sabido que existen una
gran cantidad de marcadores genéticos que se asoclan con la produccién de anticuerpos. El
hecho de que las moléculas de histocompatibilidad principalmente las de clase 1l participen en
los fendmenos de presentacién antigénica hace pensar que algunas de estas moléculas puedan
en algun momento presentar con mayor afinidad un antigeno para que se desencadene la
produccién del anticuerpo correspondiente; es decir, estas moléculas pueden estar mas
relacionadas con la produccidn de los anticuerpos que con todo el conjunto de fenémenos que
conllevan a la enfermedad. Ademas, se debe considerar que las enfermedades a que nos
referimos son demasiado complejas en su fisiopatogenia como para pensar que un solo.
marcador controle toda la serie de fenédmenos que llevan a su desencadenamiento. El estudio
de secuencias localizadas en el nicho de las moléculas clase Il ha permitido definir secuencias
semejantes en diferentes marcadores, estas secuencias podrian ser las responsables de unir
antigenos determinados y producir anticuerpos contra ellos.

Este estudio reporta una asociacion entre el DR7 y la presencia de los aCL en un grupo
étnico con una mezcla génica prodominantemente de origen indigena y diferente a la poblacidn
en la cual se reportd inicialmente, apoya el papel de este antigeno en la produccién del
anticuerpo. Nosotros incluimos la relevancia del DR7 en el desarrollo del sindrome clinico pero
nuestro intento de separar la asociacién de los antigenos del SPH con la presencia del
anticuerpo y con la presencia del sindrome, pueden requerir estudios adicionales incluyendo

secuencias en otros grupos étnicos ya que este es el primer trabajo que estudia de manera

directa este punto.

En lo referente al SaFP Unicamente se ha reportado un estudio realizado en pacientes
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ingleses los cuales presentaron una frecuencia elevada del antigeno HLA-DR4 y HLA-DRwS3
(114); esto no fue asi en nuestros datos ya que encontramos incrementado el DR5 mientras que
el DR4 y el DRW53 presentaron frecuencias semejantes a las de! grupo control. Nuevamente
estas discrepancias pueden deberse al distinto origen étnico de los pacientes. Debido a que los
criterios de clasificacion para este grupo de pacientes incluye tanto a manifestaciones clinicas
como a la positividad al anticuerpo aunado a que todos sus familiares fueron negativos para el
anticuerpo, es dificil saber si el marcador esta asociado con el sindrome o con la presencla del
anticuerpo.

El HLA-DR5 presenta 2 subtipos detectados por técnicas moleculares, Dichas técnicas
fueron aplicadas en el presente trabajo y logramos establecer que el marcador asociado al SaFP
es especificamente el DRB1*1201. Es importante hacer notar que cuando se realizd dicho
andlisis molecular, el riesgo relativo fue considerablemente mayor comparado con el que se
reporia con el anélisis serolégico (13.7 vs 4.4). Esto se debe a que de los dos subtipos del DRS
reportados, el DRB1*1201 es el menos frecuente en la poblacion normal mexicana (2.0%) y
dado que este es el subtipo portado por la mayoria de los pacientes (21.4%) es logico que se
eleve el riesgo relativo en los pacientes que lo portan.

El hecho de que el subtipo asociado en esta enfermedad sea el DRB1*1201, es
importante debido a que en otro estudio realizado por nosotros en pacientes con escleroderma,
se reporté una alta frecuencia del DRS5, pero a diferencia de este estudio, en ese trabajo el
subtipo predominante fue el DRB1*1100, a pesar de ser muy frecuente en nuestra poblacién.
Lo anterior indica que las pequenas variaciones existentes entre los diversos subtipos pueden
ser importantes en conferir la susceptibilidad a una u otra entidad clinica.

Un punto importante que es abordado por nuestro trabajo y que no se habla considerado

en otros, es lo referente a las diferencias y semejanzas genéticas entre los pacientes que
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presentan el sindrome primario y los que lo desarrollan de forma secundaria. Nosotros pudimos
realizar dichas comparaciones debido a la conformacién de una base de datos cuidadosamente
construida, lo que permitié contar con una cohorte de pacientes bien seleccionados tanto desde
el punto de vista clinico como de laboratorio. Los resultados de este analisis mostraron una
diferencia Importante ya que los pacientes con el SaFP se caracterizan por los antigenos HLA-
DR5 y DQ3, mientras que los pacientes con SaFS a LEG presentan los antigenos HLA-DR7 y
DQ2, Como vemos, Unicamente se agrega el DQ3 en el SaFP a los marcadores que se hablan
encontrado al realizar el andlisis con el grupo control. La alta frecuencia de los dos antigenos
DQ sin embargo, puede deberse al elevado desequilibrio de union que existe entre estos y los
alelos DR (DQ3 con DR5 y DQ2 con DR7).

El poder diferenciar a estos grupos desde el punto de vista genético permite agregar
otras diferencias a las ya existentes entre esas dos entidades. Es muy claro que estas entidades
tienen un fondo de susceptibilidad genético particular a pesar de ser semejantes en sus
manifestaciones clinicas. El hecho de que una se presente en forma secundaria, indica, como
se demostré en este trabajo, que existen marcadores adicionales que condicionan este
fenébmeno, en este caso creemos que el marcador que da el fondo de autoinmunidad en los
pacientes con LEG es el HLA-DR3, Este marcador se asocia en sujetos caucasicos con varias
enfermedades autoinmunes como el propio LEG (107,108). En pacientes mexicanos lo hemos
encontrado asociado con lupus eritematoso generalizado, enfermedad mixta del tejido conectivo
y artritis reumatoide. La frecuencia de este marcador en la poblacién mexicana es relativamente
baja, mientras que en la poblacion caucasica es el marcador con la mayor frecuencla. Por lo
anterior, consideramos que este marcador ha sido adquirido en la poblacién mexicana por
mestizaje con la poblacién caucasica.

En resumen, nuestros datos definen dos marcadores asociados con el sindrome de
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antifosfolipido, el HLA-DR5 (DRB1*1200) asociado con la forma primaria y el HLA-DR7 asociado
con la forma secundaria. En este uUltimo, consideramos que el marcador se asocia
principalmente con la presencia del anticuerpo pero debido a que la clasificacién del sindrome
clinico implica la positividad al anticuerpo, también puede servir para diferenciar esta entidad
clinica desde el punto de vista genético. El hecho de que este sindrome se presente en forma
secundaria implica la existencia de otros marcadores que dan el fondo de autoinmunidad, esos
marcadores son principalmente el DR3 y DQ2. La comparacién entre el sindrome primario y el
secundario, independientemente de su analisis con el grupo control, apoya las diferencias
genéticas entre estas entidades clinicas en las cuales permanece el DR5 en la forma primaria
y el DR7 en la forma secundaria. Lo anterior sugiere que a pesar de ser dos entidades
semejantes se requieren diferentes marcadores genéticos para que se establezéa cualquierade
las dos condiciones clinicas. Finalmente, los datos sugieren que el camino clinico que sigue un
pacientes con autoinmunidad, esta genéticamente determinado por marcadores ubicados en

el SPH en el cromosoma seis humano.
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Vill. CONCLUSIONES.

1.- El SaF se asocia importantemente con marcadores del SPH, especificamente los de la region
clase I,

2.- Los antigenos clase Il asociados al SaF son el HLA-DR?7, -DR3, -DQ2 y -DRS.

3.- De los marcadores anteriores, el DR7, DR3y DQ2 se asocian al SaFS a LEG.

4.- La presencia del HLA-DR3 en el grupo de pacientes con LEG negativos para aCL, en los
pacientes clasificados como dudosos y negativos para el SaFS (titutlos bajos o ausencia de
aCL) y ademas en los pacientes con LEG positivos para aCL, sugiere que este marcador esta
asociado principalmente con el fenémeno autoinmune representado en este caso por el LEG,
6.- Los pacientes éon SaFS clasificados como definido y problable (presencia de aCL)
presentaron asociacion con el antigeno HLA-DR7.

6.- El DR7 se asocia a su vez con la presencia de anticoaulante IUpico inducido por el
tratamiento con clorpromacina.

7.- Esta asociaciéon ademas de la presencia de este antfgeno en los pacientes con SaFS
clasificados como definidos y probables, asl como en los pacientes con LEG positivos para aCL
asl como también en sus familiares positivos, sugiere que este marcador se asocia con la
presencia del anticuerpo.

8.- Debido a que los criterios de clasificacion para el SaFS clinico incluyen tanto manifestaciones
clinicas como la presencia del anticuerpo, el HLA-DR7 puede ser un buen marcador para esta
entidad clinica.

9.- El DR5 especificamente el subtipo DRB1*1201 se asocia fuertemente con la presencia del

SaFP,

10.- Los resultados del presente trabajo permiten diferenciar claramente al SaF que ocurre en
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forma primaria de aquél que lo hace en forma secundaria en este caso al LEG utilizando los

marcadores clase |l del SPH.
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X. TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Iniciadores usados en el presente estudio.

Iniciador

DRBAMP-A

Especificidad

5'-DRB GENERICO

Secuencia *

CCCCACAGCACGTTTCTT
G

DRBAMP-B

3'-DRB GENERICO

CCGCTGCACTGTGAAGCT

CT

DRBAMP-52

CCCAGCACGTTTCTTGGA

GCT

DQBAMP-A

5'.0QB GENERICO

CATGTGCTACTTCACCAAC
GG

DQBAMP-8

3'-DQB GENERICO

CTGGTAGTTGTGTCTGCAC

AC

* La secuencias son las reportadas en el Xl Taller Internacional de Histocompatibilidad

(Yokohama, Japdn).
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Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la tipificacion de los alelos DRB.

Oligonucledtido

Especificidad

Secuencia 5' a 3'

I_[;BB& DR1 (DRB1*01) TAAGTTTGAATGTCATTT
DRB1004 DR4 (DRB1*04) GAGCAGGTTAAACATGAG

l DRB1006 DR7 (DRB1*07) TGGCAGGGTAAGTATAAG

l DRB1007 DR9 (DRB1*09) GAAGCAGGATAAGTTTGA
DRB1008 DR10 (DRB1*10) GAGGAGGTTAAGTTTGAG

hmamog DR2 (DRBS) CAGCAGGATAAGTATGAG

[DRBH‘NO DAW52 (DRB3*0101) GAGCTGCGTAAGTCTGAG
DRB1011 DRW52 GAGCTGCTTAAGTCTGAG

[ (DRB3*0201 +0202-+0301)

l DRB2803 DR7 (DRB1*07) TGGAAAGACTCTTCTATA
DRB7011 DR2 (DRB1*02) GACATCCTGGAGCAGGCG
DRB1003 DR3,DR11,DR13,DR14 GTACTCTACGTCTGAGTG

DRB1*03, DRB1*11,
DRB1*13, DRB1*14)
DRB1005 DRw12, DRWS AGAAATAACACTCACCCG
DRB1*1201, DRB1*08)
DRB2802 DRw12 (DRB1*1201) GGTTACTGGAGAGACACT
DRB2810 DRWS3 (DRB4*0101) GCGAGTGTGGAACCTGAT
DRw11 (DRB1*11) GCCTGATGAGGAGTACTG

Unicamente se muestran 15 de las 21 sondas utilizadas.

gyt —————— e e . et it i e et =1t
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Tabla 3. Oligonucleébtidos utilizados para la tipificacién de los alelos DQB.

Oligonucleétido Especificidad Secuenciade 5'a 3'

looezam ~ [oasrosor GACCGAGCTCGTGCGGG l

[ DQB2302 DQB*03031 + 0402 GACCGAGCGCGTGCGGG
DQB2601 DQB*0501+0502+05031+0 | CGGGGTGTGACCAGACAC

5032

DQB2602 DQB*0601 +0301 CGTTATGTGAGCAGATAC
DQB2604 DQB*0603 +0604 CGTCTTGTAACCAGACAC

[ DQB2606 DQB*0605 CGTCTTGTAACCAGATAC

Loosswoz DQB*0601 AGGAGGACGTGCGCTTCG

: DQB4501 DQB0301 GACGTGGAGGTGTACCG

| DQB4go1 DQB*0501 GGTGTACCGGGCAGTGAC l

[DQBS701 DQB*0501 +0604+0605 GCGGCCTGTTGCCGAGTA

[ DQB5702 DQB*0502+0504 GCGGCCTAGCGCCGAGT

[ DQB5703 DQB*05031 +0601 GGCGGCCTGACGCCGAG
DQB5705 DQB*020f GGCTGCCTGCCGCCGAG
DQB5707 DQB*03032 GGCCGCCTGCCGCCGAG
DQB5708 DQB*0401 +0402 GCGGCTTGACGCCGAGTA
DQB7002 DQB*0601 GACCCGAGCGGAGTTGG
DQB7003 DQB* 0602 +0603 GAGGGGACCCGGGCGGA J

e

Unicamente se muestran 17 de las 36 sondas utilizadas.

67




st

Tabla 4. Distribucion de aClL en pacientes con LEG, en pacientes con SaFP y en sus familiares.

LEG SaFpP
Pacientes Familiares Pacientes Familiares
(n=80) (n=378) (n=17) (n=90)
n % n % n % n %
aCL (+) 52 65 63 16.6 17 100 0 0
aCL (-) 28 35 315 833 0 000 90 100
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Tabla 5. Frecuencias génicas (fg) de antigenos ctase | y Il en pacientes con LEG positivos para aCL, sus familiares

ESTA TESIS MO DEBE

SAUR DE LA BIBLIGTECA

positivos y sujetos control.

Pacientes Familiares Controles PvsC FvsC PvsF
(n=104)* (n=126)* (n=200)

HLA. fg tg fg pC pC pC
A31 0.125 0.103 0.200 NS NS NS
A28 0.038 0.023 0.120 NS 0.02 NS
A3 0.125 0.111 Q.065 NS NS NS
87 0.115 0.103 0.060 NS NS NS
B39 0.076 0.023 0.150 NS 0.003 NS
B&0 0.038 0.015 0.105 NS 0.03 NS
DR1 0.028 0.071 0.090 NS NS NS
DR2 0.163 0.142 0.075 NS NS NS
DR3 0.173 0.126 0.070 0.04 NS NS
DR4 0.259 0.206 0.370 NS 0.008 NS
DR7? 0.192 0.142 0.065 0.005 0.019** NS
DRw52 0.355 0.285 0.400 NS NS NS
DRwS3 0.451 0.341 0.460 NS NS NS
DQ1 0.269 0.301 0.220 NS NS NS
DQ2 0.269 0.246 0.125 0.003 0.001 NS
DQ3 0.461 0.301 0.600 NS 0.00001 NS
* Debido a que se analizan fg el valor de n muestra nimero de haplotipos en cada grupo.

52 pacientes (104 haplotipos)

63 familiares (126 haplotipos)
bl pC no significativa.
pC: p corregida NS: valor de p no significativa.
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Tabla 6. Frecuencias génicas (fg) de antigenos clase | y clase |l en pacientes con LEG negativos para aClL y sujetos

control.
Pacientes Controles
(n=56)* (n=200)
HLA- fg fg pC RR
A3 0.107 0.065 NS “ee
A3 0.125 0.200 NS e
; A28 0.142 0.120 NS -ee
| B7 0.107 0.060 NS -e-
.
,_ ! B39 0.053 0.150 NS §
y B35 0.017 0.135 NS
| ; B60 0.053 0.105 NS
. DR 0.089 0.090 NS |
DR2 0.125 0.075 NS
‘j DR3 0.178 0.070 0.013** 2.89 ’
- DR4 0.232 0.3?0 NS -e-
) DRS 0.071 0110 NS
| DR? 0.142 0.065 NS .-
DQ1 0.339 0.220 NS
- DQ2 0.250 0.125 NS 2.33
Da3 0.392 0.600 0.01 0.43
# * 28 pacientes (56 haplotipos).
NS valor de p no significativo.
- i PC no significativa.
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Tabla 7. Frecuencias génicas (fg) de antigenos clase Il (HLA-DR) en pacientes con

anticoagulante lUpico inducido por el tratamiento con clorpromazina.

Pacientes Controles

(n=82) (n=200)
HLA- i f oC AR
DR1 0.060 0.100 NS
DR2 0.158 0.175 NS -e-
DR3 0.134 0.130 NS -
DR4 0.073 0.135 NS
DRS 0.158 0.165 NS
DR6 0.024 0.115 NS L
DR?7 0.280 0.125 0.008 2.73
DR8 0.012 0.030 NS -
* p significativa después de corregir su valor.

pC  p corregida.
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Tabla 8. Correlacion entre frecuencias génicas (fg) de antigenos clase Il relevantes y el sindrome

de antifosfolipido secundario a LEG.

Definido Probable Dudoso Negativo Controles
(n=16) (n=28) (n=30) (n=34) (n=200)
HLA fg fg fg fg fa
DR1 0.062 0.071 0.000 0.029 0.090
DR2 0.187 0.178 0.133 0.029 0.075
DR3 0.062 0.142 0.266** 0.205 0.070
DR4 0.125 0.214 0.266 0.264 0.370
DR5 0.125 0.000 0.100 0.058 0.110
DR7 0.312** 0.214** 0.100 0.176 0.065
DQ2 0.437** 0.357** 0.366** 0.382** 0.125
* 8 pacientes con sindrome definido (16 haplotipos)
14 pacientes con sindrome probable (28 haplotipos)
16 pacientes clasificados como dudosos (30 haplotipos)
17 pacientes clasificados como negativos (34 haplotipos)
L 3

p significativa después de corregir su valor.
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Tabla 9. Frecuencias génicas (fg) de antigenos clase | y clase Il en pacientes con SaFP, sus familiares en primer

grado y sujetos control.

Pacientes Familiares Controles Pt vs Ct Fam vs Ct Pt vs Fam
(n=34)* (n=31)* (n=200)

HLA- fg fq fg pC pC pC
Al 0.088 0.161 0.075 NS NS NS
A2 0.441 0.161 0.280 NS NS NS
A31 0.058 0.129 0.200 NS NS NS
B5 0.029 0.161 0.095 NS NS NS
B39 0.205 0.032 0.150 NS NS NS
B60 0.029 0.193 0.105 NS NS NS
DR1 0.029 0.161 0.090 NS NS NS
DR2 0.205 0.064 0.075 NS NS NS
DR3 0.088 0.032 0.070 NS NS NS
DR4 0.176 0.161 0.370 NS NS NS
DR5S 0.352 0.193 0.110 0.001 NS NS
DR7 0.000 0.161 0.065 NS NS 0.02
DRw52 0.529 0.322 0.400 NS NS NS
DRw53 0.205 0.419 0.460 0.04 NS NS
DQ1 0.352 0.354 0.220 NS NS NS
DQ2 0.058 0.290 0.125 NS NS NS
DQ3 0.588 0.322 0.600 NS 0.009 NS
* 17 pacientes (34 haplotipos).

90 familiares (31 haplotipos no heredados por los pacientes).

pC p corregida. NS valor de p no significativo.
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Tabla 10. Estudio molecular en pacientes con SaFP. -

Pacientes * Controles *

(n=41) (n=50)

DRB1*01 1 2.3 3 6.0 NS
™ DRB1*02 7 16.6 3 6.0 NS
DRB1%03 3 7.1 4 8.0 NS
o DRB1*04 8 19.0 15 800 NS
i DRB1*11 4 9.5 4 8.0 NS
DRB1*1201 9 21.4 1 2.0 0.01 187
DRB14%07 0 0.0 3 6.0 NS
¥ DRB1+08 6 14,2 7 14.0 NS
DRB1*09 1 2.3 0 0.0 NS
o DRB1*10 2 4.7 1 2.0 NS
g DQB*02 3 AT 6 12.0 NS
. DQB*05 6 14.2 4 8.0 NS

- DQB*06 8 19.0 4 8.0 NS --e

- DQB*0301 16 38.0 13 26.0 NS
L DQB*0302 8 19.0 13 26.0 NS
DQB*0302 1 2.3 0 0.0 NS

o

" 21 pacientes (42 haplotipos).
- 25 controles (50 haplotipos)

pC p corregida.

,,,,“, NS valor de p no significativo.
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Tabla 11. Frecuencias génicas (fg) de antigenos relevantes (clase | y Il) en pacientes con SaFP y pacientes con SaFS

a LEG.

SafpP LEG + SaFS

(Definido + Probable)

(n=34) (n=44)
HLA- g tg pC RR
Al 0.088 0.159 NS mee
A2 0.441 0.181 NS
A31 0.117 0.090 NS -
B39 0.205 0.022 NS “ee
B6O 0.029 0.022 NS eee
DR1 0.029 0.068 NS
DR2 0.205 0.181 NS -ee
DR3 0.088 0.113 NS
DR4 0.176 0.250 NS
DR5 0.352 0.045 0.003 1114
DRé 0.000 0.068 NS
DR7 0.000 0.250 0.007 ND
DRw52 0.529 0.250 NS -e=
DRw53 0.205 0.500 0.05 0.26
DQ2 0.058 0.386 0.002 0.1
DQ3 0.588 0.295 0.02 3.4
N

probable, los cuales presentan tanto manifestaciones clinicas como positividad a aCL.

NS

valor de p no significativo.

valor no determinado.

Para realizar este andlisis se juntaron los grupos de pacientes clasificados como sindrome definido y

75



R e bt S b o' s Tk b e e £ i P £ e o 2 e ne e

e o

Y

Figura 1. Mapa Genético del Sistela Principal de Hlstocompatlbllldad

(SPH).
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Figura 2. Marcadores asociados con la presencia del anticuerpo y los
asociados con la enfermedad
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