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ANTECEDENTES.

La poliposis nasal es una enfermedad inflamatoria de la mucosa de la nariz y los senos
paranasales. La formacion de pdlipos es parte de un complejo fenémeno manifestado por
edema de la mucosa. Los pdlipos se originan en la encrucijada anatémica de la pared lateral
nasal en el meato medio y el etmoides, hueso impar que pertenece a la base del crédneo y el
macizo facial. En su evolucién la poliposis podra afectar a los senos maxilares, frontales y al
esfenoides. La prevalencia de la poliposis nasal es del 2 al 5 % de la poblacién general, con
una incidencia elevada en individuos mayores de 30 aiios (1) y es excepcional en los menores
de 10 afos, debiéndose pensar a esta edad en una fibrosis quistica. En un estudio endoscépico
postmortem de 69 pacientes, los cuales habian fallecido por enfermedad cardiopulmonar y
enfermedades malignas, se encontré que 22 individuos presentaban pélipos (32%) (2). La
poliposis puede asociarse o ser una manifestacion concomitante de otras enfermedades de la
nariz, de los senos paranasales o enfermedades sistémicas. Con mas frecuencia de la
esperada en la poblacion general se asocia al asma (3). Cuando ademas de asma existe
intolerancia al acido acetil salicilico (AAS) se conoce como triada de Widal o de Samter (4, 5).
Respecto a la etiologia de los polipos nasales aln existe discusion. Se han citado sobre todo la
alergia, aunque estudios recientes como el realizado por Gabor en Hungria, sefalan que la
alergia no es una condicionante para la formacién de los pélipos (6). Se han reportado la
presencia de hongos saprofitos (7, 8, 9), una base genética debido a una discreta agregacion
familiar (10, 11), factores adicionales como la contaminaciéon ambiental, alteraciones del flujo
aerodinamico del aire, disfuncion del sistema nervioso auténomo, infecciones cronicas,
alteraciones ciliares de las células de la mucosa nasal, alteracion del metabolismo y la
homeostasis celular y factores de edema local en la etiologia de los mismos. Los conocimientos
actuales apoyan la hipétesis de una patogenia multifactorial en la que los pélipos se originan a
partir de una base inflamatoria cronica persistente condicionada por un microambiente local. La
base fisiopatolégica se encuentra en la inflamacién difusa de la mucosa de las fosas nasales y
senos paranasales. Los pdlipos nasales contienen una gran cantidad de células inflamatorias,
sobre todo eosindfilos y mastocitos. Estas células, ademas de las células estructurales, como
fibroblastos y células epiteliales, liberan moléculas que actian como mediadores inflamatorios.
Entre los mediadores inflamatorios destaca: la histamina, un gran nimero de citocinas,
quimiocinas, factores de trascripcion y eicosanoides (11, 12). La presencia de eosindfilos
activados por muchos de estos mediadores inflamatorios, es una de las caracteristicas mas
destacadas y parece ser la responsable principal de la inflamacién crénica persistente en la
poliposis nasal. Se ha sugerido también un papel importante de la ciclooxigenasa (Cox), enzima
responsable de sintetizar diversas prostaglandinas a partir del acido araquidoénico (AA).

Los sintomas de inicio suelen ser la obstruccion nasal progresiva (97%), rinorrea anterior y
posterior (69%), cefalea (43%) e hiposmia (17%). A la exploracién se observa una lesién nica
o multiple, uni o bilateral, redondeada, de superficie lisa, brillante, pediculada, que proviene
principalmente del atico nasal o meato medio.

En los adultos la asociacion de obstruccién nasal bilateral, hiposmia o anosmia, junto a la
visualizacion de los pdlipos mediante la exploracién otorrinolaringolégica, suelen ser suficientes
para el diagndstico. Es util realizar una evaluacién estricta de alergia para descartar factores
agravantes, asi como una tomografia computarizada (TC) para evaluar la extension sinusal de
la enfermedad. Friedman y col. (13) publicaron un sistema de estadificacién clinica en base a
estudios de tomografia computada. El estadio | se define como una enfermedad de foco Unico;
este es ordinariamente un estadio agudo y usualmente responde bien a la medicacién. El
estadio Il es una enfermedad multifocal que responde a tratamiento conservador. El estadio llI
es un paciente con pdlipos nasales difusos, enfermedad hiperplasica de todas o la mayoria de
las celdillas etmoidales, senos maxilares, esfenoidales o frontales, que mejora clinicamente con
tratamiento conservador, aun cuando la enfermedad radiograficamente persiste. El estadio IV,
es el paciente en estadio lll, sin respuesta clinica a tratamiento conservador y que lo hace
candidato a cirugia. El tratamiento de eleccion en la poliposis nasal son los corticoides, tanto
sistémicos como topicos intranasales. El uso de corticoides intranasales tras la cirugia, reduce



también las recurrencias. Recientemente como terapia adyuvante se han utilizado los anti-
leucotrienos, particularmente el montelukast y zafirlukast, los cuales inhiben la unién de los
leucotrienos a los receptores CysLT1. Los leucotrienos son mediadores inflamatorios
producidos por diversas células como los mastocitos, eosindfilos, basdfilos, macréfagos y
monocitos. El efecto de estos mediadores es importante en la patogenia de entidades como el
asma, rinitis alérgica y probablemente en la formacién de los pélipos (13).

En cuanto al tratamiento quirdrgico, en la actualidad se realiza principalmente por via
endoscopica, aunque puede combinarse con abordajes externos tipo Caldwell-Luc. La cirugia
estd indicada cuando el tratamiento médico falla en controlar la sintomatologia, cuando existe la
enfermedad en pacientes que no son candidatos al manejo con esteroides sistémicos, en caso
de infeccién persistente o complicaciones de enfermedad sinusal como mucoceles y si hay
obstruccion nasal total. La inmunoterapia se ha empleado sobre todo después de la
polipectomia, para evitar o reducir las recidivas.

En el diagnéstico diferencial se debe incluir a los encefaloceles, meningoceles, papilomas
invertidos, carcinoma de células escamosas, sarcomas, angiofibromas y cordomas. Si los
poélipos se presentan principalmente en el atico nasal, hay que descartar la presencia de un
estesioneuroblastoma.

Desde el punto de vista anatomo patoldgico, el cuerpo del pélipo es un estroma marcadamente
edematoso, con un infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario de intensidad variable, con
predominio de eosindfilos. La inflamacién es dispersa y suele ser prominente alrededor de las
glandulas mucoproductoras las cuales muestran un aumento de la actividad secretoria. La
mucosa que cubre el poélipo suele ser un epitelio columnar ciliado, ocasionalmente con
metaplasia escamosa. Histolégicamente se ha hecho una distincién entre pélipos inflamatorios
agudos y crénicos. Los primeros presentan una superficie mucosa con muchas células
caliciformes, una membrana basal eosinofilica engrosada, un estroma mixomatoso con un
infiltrado inflamatorio que varia desde predominantemente neutrofilico, a practicamente todo
eosindfilo. En la enfermedad crdnica, la mucosa puede revelar un cierto grado de metaplasma
escamosa, mientras que el estroma es usualmente fibroso con estructuras vasculares
dispersas.

Diferentes publicaciones hacen referencia a la asociacion familiar, destacando los estudios de
gemelos idénticos que desarrollan pélipos a la misma edad adn sin vivir juntos (10), o en otros
casos, uno desarrolla pélipos y el otro asma (11). Segun esta sospecha genética la poliposis
nasal es una enfermedad poligénica en la que hay evidencia de la participacién de los
antigenos del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) (14, 15).

Debido a que los HLA-DR (que son antigenos de clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad en el humano y son codificados en el brazo corto del cromosoma 6) se
expresan en la superficie de las células inflamatorias de los senos paranasales y pdélipos, se
han realizado estudios sobre los alelos de los genes clase Il, sin detectar una asociacién entre
la poliposis nasal simple (no asociada a otras entidades), con los alelos de los genes HLA-
DRB1, -DQA1 y -DQB1; aunque si se encontré una mayor frecuencia del haplotipo HLADR7
(14).

En un estudio realizado en el ano 2000 en Austria, Luxemberger y col. mediante serologia
observaron una asociacion significativa entre el HLA-A74 y poliposis nasal (16).

El MHC en el humano se conoce como Complejo HLA (del inglés: Human Leucocyte Antigens).
Se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca aproximadamente 4,000 Kb. Se han
descrito alrededor de 50 genes HLA. Este complejo genético induce y regula a la respuesta
inmunolégica y discrimina lo propio de lo extrano (17, 18). Incluye regiones que codifican para
los antigenos de superficie HLA-clase | y -clase Il que presentan antigenos a las células T
CD8+ y CD4+, respectivamente.



Las moléculas MHC clase | son glicoproteinas de membrana presentes en casi todas las
células nucleadas. Estan formadas por una glicoproteina de 45 KDa llamada cadena pesada o
o unida no covalentemente a la B-microglobulina (B,-m), que es la cadena ligera de 12 KDa. La
cadena « tiene 3 dominios: a-1, a-2 y o-3, una region transmembranal TM y una regién
citoplasmica CY. La region de union al péptido se encuentra en los dominios o-1 y -2, que
forman la porcién superior de la molécula clase |, donde radica todo el polimorfismo. El dominio
o-3 y la B,-m forman parte de la porcién extracelular de la molécula y tienen una estructura muy
similar a la de la region constante de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (17, 18).

La region de clase | esta formada por 17 genes, de los cuales sélo se transcriben 6 productos,
los demas son pseudogenes. Codifica para los antigenos clasicos HLA-A, -B y -C, que se
llaman asi por el papel central que juegan en la unién y presentacion de péptidos a las células
T CD8+, son muy polimérficos y se encuentran ampliamente distribuidos sobre las membranas
de todas las células nucleadas, con excepcion de los eritrocitos y los espermatozoides. Su
densidad es particularmente elevada en los linfocitos T y B. Existen otros genes clase | no
clasicos que gobiernan la sintesis de antigenos de diferenciacién: la molécula HLA-G se
expresa sobre membranas del trofoblasto y en la interfase materno-fetal. Las HLA-E y -F son
intracelulares. Los genes clase | no clasicos difieren de los clasicos en que no son polimérficos
y se expresan en el periodo embrionario interviniendo en la maduracién y en el mantenimiento
intrauterino del feto. Los gene HLA-X y -H se transcriben pero no son funcionales (17, 18).

La cristalografia de las moléculas clase | permitié un mejor entendimiento de su funcién (19).
Inmediatamente se reconocié la importancia del sitio de unién al péptido, localizado en los
dominios o-1 y -2, asi como su significado en la interaccién con el TCR. Los péptidos que se
unen a las moléculas clase | se generan por degradacién del antigeno en el citosol de la célula
presentadora de antigeno (CPA) por la via proteolitica, mediada por los proteasomas. Estos
son complejos protéicos multicatenarios que contienen 15 a 20 subunidades. Hay dos
subgrupos de proteasomas, denominados LMP1 y LMP7, codificados en la regién de clase Il y
cuya funcién es generar péptidos de un tamano y especificidad adecuados para asociarse con
las moléculas clase |. Estos péptidos son transportados al reticulo endopldasmico, mediante
transportadores de péptidos antigénicos (TAP), que son heterodimeros codificados por los
genes TAP1 y TAP2, también ubicados en clase Il. Dentro del reticulo endoplasmico, los TAP
se asocian con la cadena o de la molécula clase | que ya se encuentra unida a la f2m (20). Se
requiere de la molécula completa para unir al péptido y para darle estabilidad. La asociacién se
lleva a cabo por una proteina residente en el reticulo endoplasmico llamada calnexina, que se
disocia una vez que el complejo se ha formado. En este momento se une a TAP y recibe al
péptido para formar el complejo clase |-péptido que se exporta eficientemente a la superficie de
las células. La molécula clase | que no se carga con un péptido se dirige a un
subcompartimiento del reticulo endoplasmico para su degradacién. La mayoria de los péptidos
que se unen a clase | derivan de las proteinas endogenas y son de 8 a 10 residuos de
aminodcidos. Los extremos amino y carboxilo del péptido se insertan dentro del nicho formado
por los dominios polimérficos. Una vez que se forma el complejo clase I-péptido, es presentado
al TCR del precursor de los linfocitos T citotdxicos (CTLs) que inducen la expresion del receptor
de IL-2 del linfocito T para su proliferacion y diferenciacién hacia CTLs maduros, que matan
selectivamente a las células que expresan el complejo clase |-péptido (21).

La regién HLA-D ahora se conoce como region de clase Il y abarca aproximadamente 1,000 KB
con la subregién DP localizada en el extremo centromérico, la DR en el telomérico y la de DQ
en el centro. La subregién DR esta formada por 10 loci, El DRA poco polimérfico y 9 loci DRB,
del DRB1 al DRB9, de los que sdélo los loci DRB1, 3, 4 y 5 se expresan y los demas son
pseudogenes. En DQ hay 4 loci, DQA1, DQA2, DQB1 y DQB2, de los cuales sélo se expresan
DQA1 y DQB1. En la regién DP hay dos genes DPA1 y DPB1 y dos pseudogenes DPA2 y



DPB2. Ademas, se localizan también los genes DNA, DMA, DMB, LMP2, LMP7, TAP1, TAP2 y
DOB. En la figura 1 se esquematiza el mapa del complejo HLA (22).

Las moléculas clase Il son codificadas por dos genes, uno para la cadena o y el otro para la
cadena B y el producto de ambos genes forman una glicoproteina heterodimérica que se
encuentra unida a la membrana plasmatica. La cadena o o pesada, tiene 33-35 KDa y la
cadena B, o ligera, es de 27-29 KDa y se encuentran unidas en forma no covalente. La cadena
o tiene dos dominios o-1 y ©-2, una regién TM y una CY. La cadena B esta compuesta por los
dominios B-1 y B-2, la region TM y la CY. El péptido se une a los dominios «-1 y B-1, que se
encuentran en la porcion mds externa de la molécula clase Il, formando el nicho de unién del
péptido. La mayor parte del polimorfismo se encuentra en el dominio B-1 de las moléculas clase
Il, aunque en DQ hay cierta variabilidad en el dominio «-1 y mucho menos en DPa. Los
dominios «-2 y B-2 tienen una estructura bastante similar a la de las inmunoglobulinas y
pertenecen a esta superfamilia. Existe una cadena invariable (li) de 33 KDa, que es el tercer
componente de los antigenos clase Il y el gen que la codifica esta localizado en el cromosoma
5 (23).

Los genes DR y DQ estan muy cerca uno del otro, por lo que se encuentran en desequilibrio de
enlace; el DP esta mas alejado de ellos, por lo que el desequilibrio de enlace es débil o no
existe. Los genes clase |l sélo se expresan en algunas células como las CPAs (M¢s, monocitos,
células de Langerhans, células dendriticas), en los linfocitos B, Linfocitos T activados, células
epiteliales del timo, células endoteliales y en algunas células tumorales (17). La variabilidad de
los genes clase |l es verdaderamente extraordinaria. Oficialmente, existen descritos 21
antigenos de DR, 9 de DQ y 6 de DP, pero el micropolimorfismo demuestra que hay por lo
menos 450 variantes moleculares (24).

Las moléculas clase Il, cuya cristalografia se dio a conocer en 1993 (25), unen peéptidos
generados por la degradacion de proteinas por la via endocitica, internalizando antigenos de la
superficie a los endosomas primarios. De alli, pasa a los endosomas secundarios y finalmente
a los fagolisosomas. La catepsina A y B de los lisosomas son las proteasas generadoras de
péptidos. El complejo clase ll-péptido se forma en el compartimiento prelisosémico, en donde
se acumulan las moléculas clase Il recién sintetizadas. Las cadenas o y B se ensamblan en el
reticulo endoplasmico ayudadas por la calnexina y se asocian inmediatamente con la cadena li,
la que evita que el sitio de union al péptido se ocupe. Este sitio tiene una considerable variacion
alélica y acomoda péptidos de 13-25 residuos de aminoacidos (26). Tres heterodimeros clase |l
forman un complejo nonamérico con la cadena li trimérica, dirigiéndose asi a la via endocitica.
La mayoria de las cadenas li son removidas por protedlisis, dependiente de actividades de
catepsina B y D, antes de que las moléculas clase |l se acumulen en los compartimientos pre-
lisosémicos ricos en clase Il. Las moléculas HLA-DM, que también se acumulan en los
compartimientos ricos en clase Il, catalizan la remocién dependiente de pH bajo del péptido
llamado CLIP (del inglés: CLass |l associated Invariant Peptide), que cubre el sitio de unién a
péptidos de clase Il y que se deriva del corte de la cadena li. EI CLIP mantiene a las moléculas
clase Il en una conformacion relativamente inestable, receptiva para los péptidos antigenicos.
El CLIP es eliminado por DM quien aumenta la unién a clase Il de otros péptidos generados en
la via endocitica, que pueden inducir el movimiento de las moléculas clase Il a una
conformacién altamente estable. El mecanismo por el cual las moléculas clase |l son liberadas
del compartimiento pre-lisosémico para la expresién en la superficie no estd completamente
claro. La microscopia electronica sugiere que, en algunos casos, el compartimiento que lleva a
las moléculas clase Il puede fusionarse a la superficie celular, dejando a las moléculas
ocupadas por péptidos (21, 27).

La poliposis nasal es aparentemente una enfermedad poligénica, en la que se desconoce
cuales podrian ser los genes involucrados que participan en el desarrollo de la enfermedad. Los



estudios de la contribucién del HLA en la poliposis nasal muestran segregacion familiar en
gemelos idénticos, en los que se observa el desarrollo de pélipos a la misma edad aun sin vivir
juntos (10) o la aparicién de poélipos en uno y de asma en el otro (11). La evidencia de la
participacion de los genes del HLA clase Il .proviene también de estudios de individuos no
relacionados de Hungria, en los que se ha encontrado una asociacién significativa con el
haplotipo HLA-DR7-DQA1*0201-DQB1*0202, en pacientes con poliposis nasal, asma e
intolerancia al AAS (14). Sin embargo, no se encontré asociacién con la poliposis nasal simple
o con la poliposis nasal y asma. En sujetos de Austria no relacionados, se ha descrito también
asociacién de los genes HLA clase | con poliposis nasal, particularmente del HLA-A1-B8 con
intolerancia al ASS y HLA-A74 con poliposis nasal simple (16).

Por otro lado, se ha demostrado la expresion de moléculas HLA-DR e ICAM-1 en las células
epiteliales de individuos con poliposis nasal, lo que sugiere la participacion de las moléculas
HLA clase Il en la respuesta a probables antigenos que desencadenan una inflamacién crénica
de la vias respiratorias altas (15), como seria el caso de la poliposis nasal, en la que se
propone la intervencion de agentes patégenos en la iniciacion de la enfermedad. Por otro lado,
las poblaciones en las que se ha estudiado la asociacién del HLA con poliposis nasal, difieren
étnicamente de la poblacién mexicana. Por lo tanto, el andlisis de los alelos de los genes HLA-
clase Il en pacientes mexicanos, contribuiria al conocimiento de la participacion de alelos
diferentes, o confirmaria la asociacién de los ya descritos.

El planteamiento del problema fue ¢La frecuencia de alguno de los alelos de la regién de HLA-
clase |l estara incrementada en los pacientes con poliposis nasal?

JUSTIFICACION.

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

OBJETIVO.

Evaluar la existencia de susceptibilidad genética para desarrollar poliposis nasal asociada al
incremento de algin alelo de los genes de HLA-clase Il en pacientes con poliposis nasal
simple.

HIPOTESIS.
Si los genes del HLA-clase Il estan participando en el desarrollo de la poliposis nasal simple,
entonces se esperaria que la frecuencja de alguno de los alelos estuviera incrementada en el

grupo de pacientes. E‘
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DISENO.
Comparativo. abierto, observacional, prospectivo, transversal.

MATERIALES Y METODO.

Universo de estudio.

Se incluyeron 28 pacientes con poliposis nasal simple que acudieron a la consulta externa de
otorrinolaringologia del Hospital General Manuel GEA Gonzalez en un periodo comprendido de
agosto a diciembre del 2004. De estos pacientes 18 eran del sexo masculino y 10 femenino,
con un promedio de edad de 42 afios con un rango minimo de 17 afios y maximo 64. Del total
de casos, 21 ya habian sido intervenidos quirirgicamente de cirugia funcional endoscépica de
senos paranasales y en 15 de ellos se complementé con un abordaje externo tipo Caldwell
Luc. Todos los pacientes postoperados tenian un reporte histopatolégico de poliposis
inflamatoria nasosinusal. A los pacientes sin antecedente quirirgico se les realizé una
exploracion con endoscopio de 0 grados y se les tomé una biopsia insicional en consultorio
para corroborar el diagnéstico.

El tamafo de la muestra. se calculé considerando un caso por control, con alteracién de 25%
de la frecuencia de por lo menos un alelo en el grupo de pacientes y de 10% en el grupo
control, con el 80% de potencia de la prueba y un nivel de confianza de 95%.

En el periodo de agosto a diciembre del 2004 acudieron 28 pacientes con poliposis nasosinusal
que cumplian con los criterios de inclusion.

La forma de asignacion de los casos a los grupos de estudio fue secuencial.

Criterios de inclusion.
Individuos con poliposis nasal simple, con diagnéstico histopatolégico y dispuestos a participar
en el estudio.

Criterios de exclusion.
Coexistencia con asma, sensibilidad al acido acetilsalicilico o ambas (triada de Widal o Samter).
Que no accedieran a entrar en el estudio.

Las variables que se analizaron fueron independientes: edad, sexo y alelos HLA clase Il, y las
dependientes: poliposis nasosinusal.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS.
POBLACIONES

Pacientes con poliposis nasal. Se incluyeron 28 individuos con poliposis nasal simple,
diagnosticados en el Servicio de Otorrinolaringologia y con confirmacion histopatolégica.

Testigos. Se incluyeron 230 sujetos no relacionados, que a la exploracion
otorrinolarigolégica no presentan poliposis nasal y no tengan antecedentes de asma o
intolerancia al 4cido acetilsalicilico.

Extraccion de DNA (28). Se tomaron de cada sujeto, 20 ml de sangre periférica, con
EDTA como anticoagulante. Se obtuvo el paquete de leucocitos por centrifugacion a 1,600 xg a
4°C, durante 15 min. Los eritrocitos se eliminaron con dos o tres lavados de 5 mM de MgCl,,
centrifugando cada vez a 1,600 xg a 4°C durante 15 min, hasta obtener el paquete de



leucocitos libre de eritrocitos. El paquete se traté con: 50 mM NaCl; 10 mM EDTA, pH 8.0; 10
mM Tris-HCI, pH 7.6; 0.2% SDS; 300 [1g/ml proteinasa K y se incubd durante 12 h a 53°C.

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

TIPIFICACION DE LOS ALELOS CLASE Il DQA1, DQBT (29, 30)

Cuantificacion del DNA (28). El DNA extraido de cada sujeto se diluy6 1:100 y se leyé
a 240 nm, 260 nm y 280 nm. La concentracion del DNA se calculé tomando la lectura a 260 nm
X la dilucién X 50 (coeficiente de extincion molar del DNA). La pureza se verifico haciendo las
relaciones de las lecturas a 260/240 y 260/280, que debieron estar entre 1.7 y 2.0.

Amplificacion del DNA (29, 30). Para cada individuo se amplificé el segundo exén de
los loci DQA1y DQB.
Los iniciadores utilizados para las diferentes amplificaciones son los disenados por el Xl Taller
Internacional de Histocompatibilidad y se enlistan en el cuadro 1. Las muestras se amplificaran
en un termociclador Hybaid, usando 30 ciclos. Las condiciones para cada loci se describen en
el cuadro 2.

Verificacion de la amplificacion. Se tomaron 10 pl del producto de cada amplificacién
y se les afiadié 5 pl de colorante para corrimiento (50% glicerol; 0.01% rojo de cresol). Las
muestras se corrieron en geles de agarosa al 2% con TAE y 0.5 pg/ml de bomuro de etidio,
durante 40 min a 90 voltios. El gel se observé con luz UV (312 nm) y se fotodocumenté para su
registro.

TIPIFICACION CON OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS POR EL METODO DE SONDAS
ESPECIFICAS DE SECUENCIA (SSOPs) (29, 30)

Sembrado de las muestras. Dependiendo de la intensidad de la banda de
amplificacién, se tomaron de 40 pl a 80 pul para sembrar 8 membaranas en un formato de dot-
blot. Se llevé a un volumen final de 400 pl con TE, utilizando cajas de polipropileno con formato
de 96 pozos. Se cortaron membranas de nylon positivamente cargadas de 12 cm X 8 cm. Para
sembrar las muestras se utilizé un aparato de dot-blot (Bio-Rad). El DNA de las membranas se
desnaturalizé con 0.4 M NaOH durante 10 min y se neutralizé con 10X SSPE durante 10 min.
El DNA se fij6 a la membrana durante 30 seg con luz UV (312 nm).

Marcaje de los SSOs (30). Se colocaron 100 pmoles de cada SSOP en tubos de 1.5
ml, se afadié 1 nmol de ddUTP-digoxigenina, 5 mM cloruro de cobalto, amortiguador para
desoxitransferasa terminal (TdT), 37 U de TdT (Boehringer) y agua destilada para un volumen
final de 40 pl. La reaccién se incub6 a 37°C durante 45 min. EI SSOP marcado se llevé a un
volumen de 100 pl de TE (1pmol/ml). En el cuadro 3 se muestran las sondas que se emplearon
para la tipificacion.



Prehibridacién e hibridacion de las membranas. Cada membrana se colocé en un
tubo de polipropileno de 15 ml, se afadieron 10 ml de la mezcla de prehibridacion y se
incubaron durante 12 h a 42°C. Se eliminaron 5 ml de la solucién y se anadieron 20 picomoles
del SSOP marcado con ddUTP-digoxigenina. Las membranas se incubaron durante 12 h a
42°C.

CUADRO 1. INICIADORES PARA LA AMPLIFICACION DE LOS LOCI HLA-CLASE II

NOMBRE CODONES  SECUENCIA TAMANO DE LA
EXON 2 BANDA

DQA1

2DQAAMP-A 11-18 AT GGT GTAAACTTG TACCAGT 229 bp

2DQAAMP-B 80-87 TT GGT AGC AGC GGT AGAGTT G

paB1

2DQBAMP-A 13-20 C ATG TGC TAC TTC ACC AAC GG 214 bp

2DQBAMP-B 78-84 CTG GTA GTT GTG TCT GCA CAC

CUADRO 2. CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION DE LOS GENES HLA

Gen Desnaturalizacion Alineacion Extension MgCl; Final
DQA1 94°C/ 1 min 55°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM
DQB1 94°C/ 1 min 55°C/ 1 min 72°C/ 1 min 1.5 mM

Tomado del XIl Taller Internacional de Histocompatibilidad (30).

CUADRO 3. SONDAS RECOMENDADAS POR EL Xl TALLER INTERNACIONAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD PARA LA TIPIFICACION DE LOS GENES CLASE Il (25).

SONDAS EMPLEADAS EN LA TIPIFICACION DEL GEN DQA1

No.Desonda Tm'C Alelo(s)

2501 56 *0101,0102,0104,0401,05011,05012,05013,0502
2502 56 *0102,0103,0601

2503 56 *03011,03012,0302

3401 56 *0101,0104

3402 56 *102,0103,05011,05012,05013,0502,
3403 58 *0401,0601

4101W 56 *0101,0102,0104,0201,03011,03012,0602
4102 56 *0103

4103W 58 *0401,05011,05012,05013,0502,0601
5501W 50 *0101,0102,0103,0104

5502 50 *0201

5503 50 *03011,03012,0302

5504 46 *0401,0601,05011,05012,05013,0502
5902w 52 *0502

6901 54 *0101,0102,0103,0104

6902 50 *0201,03011,03012

6903 50 *03012,05011,05012,05013,0502

6904 52 *0401,0601

7502 48 *0201,0401,0601

7504 48 *05011,05012,05013,0502




SONDAS UTILIZADAS PARA LA TIPIFICACION DEL GEN DQB1

No.De Sonda  Tm'C Alelo (s)

2301 64 *0401

2302 66 *0402,03031,0305

2601 60 *0501,0502,05031,05032
2602 52 *0301,0304,06011,06012
2603 54 *0302,03031,03032,0602
2604 54 *0603,0604,0607,0608
2605W 58 *0201,0202

2606 52 *06051,06052,0606,0609
3702 60 *06011,06012

3703W 52 *0504

3705 60 *0301,0302,03031,03032,0304
4501 62 *0301,0304

4901 62 *0501

5701 60 *0501,0604,06051,0606,0608,0609
5702 62 *0502,0504

5703 62 *05031,06011,06012
5704 60 *05032,0602,0603,0607
5705 64 *0201,0202

5708 64 *0401,0402

7001W 66 *0501,0502,05031,05032
7002 60 *06011,06012

7003 66 *0602,0605,0608

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

VALIDACION DE DATOS.

Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias alélicas (FA) por conteo directo. Se compararon las FA entre los
pacientes y los testigos. Para probar asociaciones significativas entre los alelos y la
enfermedad se utilizé la prueba de X* con la correccién de Yates, o la prueba exacta de Fisher,
considerando p <0.05 como el minimo nivel de significancia, ademas de la correccion de
Bonferonni para pruebas multiples cuando el valor de p fue significativo, multiplicando la p por
el nimero de alelos detectados en cada locus y por el nimero de comparaciones (p.). El
resultado se considerd significativo con p. < 0.05 (34). Se calcul6 la razén de momios (OR) con
un intervalo de confianza del 95% mediante la aproximacién de Cornfield. En el caso de
asociacion de alelos particulares se calcul6 la fraccion etiolégica (FE) o la fraccién preventiva
(FP).



PRESENTACION DE RESULTADOS.

De los 28 pacientes con poliposis nasosinusal simple(no asociada a otras entidades como
asma o intolerancia al AAS), 18 eran del sexo masculino, 10 femenino, con un promedio de
edad de 42 anos.

En el cuadro 1 se muestran las frecuencias alélicas de los genes DQA1 y DQB1 obtenidas en
los 28 pacientes con poliposis nasal y en los 230 testigos. Se puede observar en el cuadro que
los alelos DQA1*0401 (OR = 2.96 {1.62-5.40}; p = 0.0005, p. = 0.003) y DQB1*0402 (OR = 2.91
{1.59-5.31}; p = 0.0007, p. = 0.007) estan asociados con la poliposis nasal, con una FE de
23.7% y 23.5%, respectivamente. En el cuadro 2 se presentan las frecuencias haplotipicas,
sobresale el haplotipo DQA1*0401-DQB1*0402 que fue el mas frecuente en los pacientes con
poliposis y presentd una asociacion altamente significativa con la enfermedad (OR = 2.96 {1.62-
5.40}; p = 0.0005). En el cuadro 3 se observan las frecuencias alélicas y genotipicas de la
posicién -308 del promotor de TNFo en 28 pacientes y en 103 testigos. Como se podra ver no
se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos.

DISCUSION.

En este estudio se encontraron dos alelos involucrados en la susceptibilidad a desarrollar
poliposis nasal sin asma y sin intolerancia al AAS, DQA1*0401 y DQB1*0402, que contribuyen
con el 23.7% y 23.5% respectivamente. Estos dos alelos podrian estar participando en forma
independiente y aditiva en la enfermedad, alternativamente podria explicarse por efecto del
desequilibrio de ligamiento, ya que este haplotipo se encuentra frecuentemente ligado en los
mestizos mexicanos (35). No obstante, al realizar el analisis de los haplotipos se encontré que
el haplotipo DQA1*0401-DQB1*0402 estaba fuertemente asociado con la enfermedad (p =
0.0005, FE = 31%), lo que sugiere que la molécula DQ a la que dan lugar estos genes,
acomoda péptidos que inducen el desarrollo o el mantenimiento de la enfermedad, esto
significa que se presenta una respuesta poco eficiente, en el caso de pensar en una etiologia
infecciosa; o podria propiciar una reaccion exacerbada, en el caso de suponer una etiologia
alérgica. Sin embargo, esto tendra que ser confirmado en estudios posteriores. Por otro lado, el
haplotipo descrito probablemente se encuentre en desequilibrio de ligamiento con un DRB1*08,
lo cual constituye el haplotipo clase Il completo que podria presentar una asociacién mas
significativa con la enfermedad, indicando que los individuos que lo presenten tendran un
mayor riesgo de adquirir la poliposis nasal. Esta asociacién no puede confirmarse en este
momento, sino hasta que se determinen los alelos de la region DRB1. Lo que se puede concluir
actualmente, es que los sujetos que presentan el haplotipo DQA1*0401-DQB1*0402 tienen 2.9
veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad que los que no lo presentan.

Los hallazgos encontrados difieren de los descritos previamente para la poliposis nasal (12,
29), que muestran un asociacién significativa con el haplotipo HLA-DR7-DQA1*0201-
DQB1*0202 con poliposis nasal asociada a asma y a intolerancia al AAS, asi como del
haplotipo HLA-A1-B8 con intolerancia al AAS y del antigeno HLA-A74 con poliposis nasal
simple. Esta Ultima asociacién se establecié con un niimero muy reducido de pacientes (N=3) y
con métodos seroldgicos de tipificacién, por lo que tales conclusiones deben ser verificadas.

El analisis de la posicién -308 del promotor de TNFa no mostré ninguna diferencia significativa
entre el grupo de pacientes y el grupo de testigos, por lo que se sugiere que esta citocina
podria no estar participando en la enfermedad. Sin embargo, aln es necesario analizar los
otros polimorfismos descritos para este gen, los cuales podrian estar participando en la
regulacién de la produccién de esta citocina y, de alguna manera, contribuir en el proceso de la
enfermedad. Considerando que la evolucién de la poliposis se debe a la generacion de una
respuesta inflamatoria, seria importante analizar los polimorfismos descritos para varias
citocinas de la respuesta inmunologica, ya que podrian estar participando directa o
indirectamente en el desencadenamiento de la enfermedad, debido a que juegan un papel
fundamental en la regulacién de la misma. Los polimorfismos en varios genes de citocinas,
nrincinalmenta nolimnrfiemns de 1in anln nucledtidn (SNPsY o micrnsatélites localizados dentro



de la regién promotora o de otras regiones reguladoras, afectan la transcripcion de los genes y
causan variaciones interindividuales en la produccién de citocinas, confiriendo flexibilidad a la
respuesta inmunoldgica. Se ha descrito que la presencia de ciertos alelos de la interleucina-1
(IL-1) y de la IL-10 pueden influenciar el resultado de infecciones bacterianas (36, 37), asi como
contribuir a la susceptibilidad y resistencia en enfermedades autoinmunes (38), como la IL-12
en diabetes tipo | (39); ademas se han asociado con la sobrevida en cancer de vejiga y de
pancreas, en la que los polimorfismos de interferén gamma juegan un papel importante (40,
41). Por lo tanto el estudio de los polimorfismos de las citocinas serfa el siguiente paso obligado
en la exploracién de los mecanismos inmunolégicos que desencadenan la poliposis nasal.

CONCLUSIONES.

En este estudio se encontraron dos alelos involucrados en la susceptibilidad a desarrollar
poliposis nasosinusal, DQA1*0401 y DQB1*0402, que contribuyen con el 23.7% y 23.5%
respectivamente.

Lo que se puede concluir actualmente, es que los sujetos que presentan el haplotipo
DQA1*0401-DQB1*0402 tienen 2.9 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad que los que
no lo presentan.

CONSIDERACIONES ETICAS.
Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud.

Titulo segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccién Il, investigacion con riesgo minimo, se anexa
hoja de consentimiento informado.
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RESULTADOS. Tablas de frecuencia de los alelos DQA1 grafica 1, DQB1
grafica 2.

NP=Poliposis nasal.



Cuapro 1. Distribucion de los alelos de DQA1 y DQB1 en pacientes con

poliposis nasal y en testigos.

Locus Pacientes Testigos XY P Pe OR (95% CI) FE
FA (%) FA (%) (%)

DQA1

*0101/4 7.14 8.48

*0102 5.36 10.87

*0103 1.79 2.39

*0201 3.57 5.22

*030101 21.43 30.22

*0401 35.71 15.87 11.99 0.0005 0.003 2.96 (1.62-5.40) 23.7

*0501 25.00 26.96

DQB1

*0201 7.14 8.48

*0301 25.00 26.96

*0302 17.86 26.30

*0402 35.71 16.09 11.62 0.0007 0.007 2.91 (1.59-5.31) 235

*0501 7.14 7.61

*0602 3.57 7.39

*0603 3.57 217

FA=Frecuencia Alélica OR = Razén de Momios, Cl = Intervalo de Confianza, FE =

Fraccion Etioldgica.



CuADRO 2. Distribucion de haplotipos

Haplotipo Pacientes Testigos X°Y P OR (95% Cl) EF
DQA1-DQB1 FH (%) FH% (%)
*0101/4-*0501 7.14 6.74

*0102-*0602 3.57 6.96

*0102-*0603 1.79 0.65

*0103-*0603 1.79 1.30

*0201-*0201 3.57 4.35

*030101-*0301 3.57 2.83

*030101-*0302 17.86 26.74

*0401-*0402 35.71 16.87 11.99 0.0005 2.96 (1.62-5.40) 31
*0501-*0201 3.57 3.48

*0501-*0301 21.43 23.48

FH = Frecuencia Haplotipica, OR = Razon de Momios, Cl = Intervalo de Confianza, FE =

Fraccion Etioldgica.



CuaDRoO 3. Frecuencias alélicas y porcentaje de los genotipos de la

posicion -308 del promotor de TNFu

Frecuencia alélica Pacientes Testigos
(%) (%)
TNF1 (G) 92.9 94.7
TNF2 (A) 71 5.3
Genotipo
GG 85.7 89.3
GA 14.3 10.7
AA 0.0 0.0
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