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I. RESUMEN.

OBJETIVO. Describir la asociacion entre genes del MHC clase I y II y las
Espondiloartropatias de inicio juvenil en una poblacion mestiza mexicana.

METODOS. El estudio incluye 66 pacientes consecutivos con EaJ (45 con Espondilitis
Anquilosante (EA) y 21 con Espondiloartropatia no diferenciada (Ea-no dif) y 99
controles no relacionados sanos todos ellos mestizos mexicanos. La deteccion de alelos
HLA-A, -B y —DR se realiz6 mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con sondas de secuencia especificas (SSP).Las diferencias entre los grupos se analizaron
por tablas de contingencia con la prueba Mantel- Haenzel y exacta de Fisher y el RR
por el método Woolf.

RESULTADOS. La frecuencia del HLA-B 27 se encontrd incrementada
significativamente (pC<10~, RR=53.0, FE=51%), particularmente con EAJ (pC<107,
RR=67.42, AF=57%). En contraste, la frecuencia de HLA B 44 y B14 estan disminuidas
con respecto al grupo control. Es interesante mencionar que en aquellos pacientes con
estos alelos y ademas B 27 positivos en su genoma, la edad de inicio del padecimiento se
presentaba después de los 15 afios y en aquellos pacientes B 27 positivos y B 39 la edad
de inicio de la enfermedad se presento entre los 5 y los 7 afios. Para las moléculas clase 11
una probable asociacion negativa fue encontrada con HLA- DR 5 (p<0.05) pero no
correlaciono con la edad de inici6 de la enfermedad.

CONCLUSION. El HLA-B 27 tiene una asociacion muy fuerte con las Ea de inici6

juvenil particularmente para la EA y es posible que al encontrarse con alelos como el



B 15 y el B 39 confieran un inici6 de la enfermedad mas temprano durante la infancia, y
aquellos como el B 44 y B14 en la adolescencia, sin embargo estudios familiares podrian

concluyentes.



II. ESPONDILOARTROPATIAS JUVENILES, GENERALIDADES.

Las espondiloartropatias juveniles (EaJ), son un grupo de entidades nosoldgicas y
sindromes de inicio antes de los 16 afios que comparten caracteristicas clinicas,
patologicas y genéticas comunes que las distinguen del resto de las enfermedades
reumaticas pedidtricas. Se caracterizan por inflamacion cronica de la sinovia y entesis de
las articulaciones; principalmente en extremidades inferiores de nifios y adolescentes,
desencadenada primordialmente por infecciones recurrentes de vias urinarias y gastricas.
La afectacion en columna vertebral y articulaciones sacroiliacas (SI) y/o complicaciones
extrarticular se desarrolla tiempo después del inicio de los primeros sintomas. Estan
asociadas con el antigeno HLA-B 27 y con la ausencia del Factor Reumatoide (IgM FR)
y de nddulos reumatoides (1,2).

CLASIFICACION.

Se han realizado varios estudios para clasificar y diferenciar las espondiloartripatias de
inicio juvenil de otras enfermedades reumaticas como la Artitis Reumatoide Juvenil
(ARJ) o Artritis Cronica Juvenil (ACJ) (3-6). De estos estudios se reconocen dos
subgrupos de la enfermedad (7,8). La que incluye las formas indiferenciadas y los
desordenes diferenciados claramente diagnosticados, cumpliendo con los criterios
especificos y que presentan cambios estructurales como: Enfermedad espinal, sacroiliitis,
o anquilosis tarsal y enfermedad extrarticular (como la psoriasis).

La enfermedad representativa de este grupo es la Espondilitis Anquilosante Juvenil
(EAJ). En caucésicos sajones se ha observado que del 3 al 21% de los pacientes con EA

tienen las primeras manifestaciones antes de los 16 afios de edad (9,10). En la poblacion



mestiza mexicana la proporcidon de pacientes con inicio en la infancia o juvenil es mayor
(11). La EA juvenil y la del adulto difieren en su forma de inicio y en ambas los varones
son los principalmente afectados.

Clinicamente en nifios y adolescentes existe afeccion periférica de articulaciones y
entesis, con una participacion axial menos frecuente (12-17). En muchos de estos
pacientes se establecen los diagnosticos de Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ) o el
Sindrome de Artropatia y Entesopatia Seronegativa (SAES), la afeccion de la columna
vertebral y articulaciones sacriiliacas (SI) se presenta afios después del inicio de la
sintomatologia (18-20).

El diagnostico de la EA que empieza antes de los 16 afios se basa en los criterios que
resultaron del estudio sistematico de pacientes con EA del adulto en donde la
participacion axial y SI es frecuentemente en la etapa inicial de la sintomatologia. En la
forma juvenil se presentan en promedio después del quinto afio de evolucion con
sintomas y cambios radiograficos propios de estas entidades (21,22).

La forma indiferenciada esta caracterizada por un proceso inflamatorio (artritis, entesitis,
tendinitis o dactilitis) o Sindrome de Entesopatiay Artropatia (SEA).

La Artritis Reactiva (ARe), Espondiloartritis psoriasica (EPs), Sindrome de Reiter (SR),
la artropatia asociada a la enfermedad de Crohny la colitis ulcerosa cronica inespecifica
y la Tarsitis Anquilosante forman parte de las espondiloartropatias con un patron
indiferenciado y en un lapso de tiempo no especificado cambian (dependiendo de
factores tales como la raza o grupo étnico, sexo y factores ambientales) llegando a
cumplir con los criterios de diagnostico de las formas definidas, la proporcién de casos

que no se diferencian o que pasan de una entidad a otra se desconoce.



EPIDEMIOLOGIA.

Tanto la forma adulta como la juvenil de las espondiloartropatias estdn asociadas con el
HLA-B27. Entonces su prevalencia dependera de la presencia de este antigeno, algunos
otros marcadores genéticos se han reportado (su distribucion depende de factores tales
como raza o grupo étnico). También los factores ambientales, particularmente aquellos
que predisponen a infecciones recurrentes causadas por bacterias artritogénicas pueden
inducir el inici6 juvenil e influir en la epidemiologia (23).

Las espondiloartropatias de inici6 juvenil prevalecen sobre las otras artritis de la infancia.
En base a los registros de Amerindios de Alaska y Canad4, se conoce que la incidencia
esde 1.44 y 2.1/ 100 000 respectivamente y 2.0 / 100 000 en los Estados Unidosy
con una incidencia mayor en mestizos mexicanos y otros grupos étnicos como: los
hindues y poblaciones del norte de Africa (24-26).

En décadas recientes se observa, un incremento en la incidencia de Eal es notorio en las
Clinicas de Reumatologia Pediatrica, pasando del 0-16% en los 70s, al 31% en los 80s
(27). Actualmente los registros marcan que el radio de incidencia entre ARJ/Eal es entre
1.4/1 y 2.6/1 (28-30). Algunos de los casos en donde se tiene un nifio diagnosticado
como ARJ o AJC este podria evolucionar en un tiempo no determinado a una Eal
indiferenciada y mas tarde a EAJ (5 a 10 afios) con lo cual la incidencia de esta patologia

se elevaria .



MANIFESTACIONES CLIiNICAS

Las Espondiloartropatias (EalJ) tienen un espectro de manifestaciones clinicas muy
amplio, un resumen de estas manifestaciones se presenta en la TABLA 1.

La entesopatia y artropatia de articulaciones periféricas son los marcadores clasicos de
las EaJ desarrollandose dentro del primer afio de inicio de los sintomas y progresan con
el tiempo de una forma indiferenciada a una diferenciada con la presencia de los rasgos
clinicos especificos de cada uno de los sindromes.

Por entesopatias se entiende al proceso patologico (en este caso inflamatorio) de las
entesis, es decir de los sitios de insercion de tendones, ligamentos, facias y céapsula
articular del hueso. La mas frecuente es la talalgia (entesis de la aponeurosis plantar
media del calcaneo) y le siguen con menor frecuencia la tuberosidad anterior de la tibia,
region media esternal etc. En algunos nifios existen episodios de entesitis seguido de
remision completa o parcial en algunos otros es severa y persistente asociada a la erosion
cortical del hueso y anquilosis de la articulacion.

La artropatia se presenta como inflamacion de las articulaciones no especifica al inicio
con hipersensibilidad y movilidad limitada en pocos casos se acompafia de dolor, a
excepcion de la cadera y los hombros que generalmente tienen algin grado de
inflamacion. Las articulaciones mas frecuentemente afectadas son las rodillas, el medio
tarso y los tobillos con un patron oligoarticular o asimétrico. Algunos pacientes tienen un
episodio de oligoartriris con duracién de 3 a 6 meses y que evolucionan a una AReJ,
otros cursan con episodios de artritis y remision parcial o completa. Finalmente existe un
grupo de nifios con artropatia persistente y severa que involucra varias articulaciones y

que evolucionaran a EaJ (31).



El proceso de inflamacion indiferenciada incluye episodios aislados de artritis, entesitis,
tendonitis, dactilitis (dedos en salchicha) en dedos de pies y manos, consistiendo en una
tumefaccion uniforme de un dedo, generalmente Unico. La presencia de entesopatia y
artropatia se denomina SEA (Sindrome de Entesopatia y Artropatia) con una
probabilidad muy alta de evolucionar a una forma definida de espondiloartropatia
(1,2,31).En un estudio realizado en nifios con diagnostico de SEA, el 69% desarrolla una
EaJ, dentro de los siguientes 11 afios después de los primeros sintomas (32).

En otro estudio en nifios mestizos mexicanos con SEA persistente, el 90% de ellos
evolucionaba a EAJ en un lapso no mayor de 10 afios (33). En nifios italianos 1 de cada 8
con SEA desarrollan EAJ, en los siguientes cinco afios después del inicio de los primeros
sintomas (34). Las diferencias en los rangos de progresion de SEA a EAJ depende no
solo de factores raciales sino de criterios clinicos para su valoracion (33).

Los nifos que inician una EaJ, pueden tener remisiones completas después de una o dos
episodios moderados de la enfermedad activa, con episodios recurrentes de entesistis y
artritis. Extendiéndose con el curso de la enfermedad a la espina lumbar e inflamacion de
estructuras del esqueleto axial en particular de la articulacion sacroileaca. En el curso
cronico de la enfermedad se incremento el nlimero de articulaciones y entesis afectadas,
restringiendo la movilidad de nifios y adolescentes. La actividad y el dafio de la
enfermedad pueden ser valoradas en base a movilidad espinal y el numero de
articulaciones y entesis con inflamacion. Estos sindromes son incapacitantes y entre mas
temprano es el inicio mas afeccion y mayor incapacidad (35).

En las EaJ diferenciadas existen cambios estructurales, que son valorados

radiograficamente como: la sacroiliitis, enfermedad espinal o anquilosis tarsal, ademas



de sintomas extra-articulares (por ejemplo: psoriasis) o datos positivos de cultivo

bacteriologico como en el caso de ARe (36).

Artritis Reactiva (ARe).

Se refiere a la inflamacién aguda o cronica, recurrente o persistente de la membrana
sinovial y/o entesis y con menor frecuencia de las mucosas, la piel y sus anexos, que se
presenta después de infecciones entéricas y urogenitales por gérmenes tales como
salmonella sp., Shigella flexneri., Yersinia enterocolitica y Chlamydia trachomatis,
principalmente. La infeccion desencadena el cuadro inicial que suele presentarse en las
siguientes semanas (de cuatro a seis). La artritis y dactilitis son las condiciones
caracteristicas ademas de la infeccion que conducen al diagndstico, el pronodstico es

bueno (31,37,38).

Sindrome de Reiter (SR).

Poco frecuente en nifios, inician como una EaJ indiferenciada el diagndstico se completa
cuando cumple con la triada de Artritis, Conjuntivitis (bilateral) y Uretritis (Cervicitis),
posteriores a un cuadro infeccioso. Solo algunos casos presentan lesiones cutaneas que
son transitorias (keratoderma, blenorragia). En un estudio retrospectivo en nifios con S.
de Reiter, el compromiso axial se presentaba en promedio 29 meses después de un cuadro
de oligoartritis de miembros inferiores, el 19% de estos nifios presentaban sacroiliitis

después del séptimo ano de inicio de la sintomatologia (39,40).
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Artritis enteropatica

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa son dos sindromes que conforman el
grupo de IBD (Inflamatory Bowel Disease) y que se acompafian con artritis periférica y/o
axial. La enfermedad de Crohn se involucra con la mucosa y region linfatica del colon,
ileum distal y otros segmentos del tubo digestivo con lesiones muy caracteristicas. La
colitis ulcerativa es un proceso inflamatorio (acompanado de neutrofilia y abcesos) que
involucra la mucosa del colon.

Las articulaciones en nifios y adolescentes que desarrollan enfermedad de Crohn y colitis
ulcerativa, se presentan inflamadas en forma simultdnea o poco después del inicio de los
sintomas intestinales, involucrando extremidades inferiores, el patrén de la enfermedad
en mas de los casos es oligoarticular con duracion de 4 semanas, pocos pacientes pueden
desarrollar erosion de la articulaciéon y cambios estructurales que no necesariamente
llevan a un dafo permanente en la articulaciéon. La presentacion de espondilitis y
sacroiliitis en pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerativas estan asociadas a
la presencia del alelo HLA-B27 (41-43).

Existe una asociacion entre las EaJ y afeccion intestinal, sin embargo en el 80% de los
pacientes no existen cambios agudos 6 cronicos de la mucosa y submucosa del ileum y/o
colon. Teoricamente, la inflamacion del intestino incrementa la permeabilidad y el

ingreso de antigenos que influyen en la Respuesta Inmune local (44).
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EAJ.

Los pacientes con EAJ inician con un cuadro indiferenciado que puede incluir el
Sindrome de Entesopatia y Artropatia (SEA) y mas tarde se presentan cambios
radiograficos con dolor persistente y/o rigidez sacroiliaca, lumbar y menos frecuencia de
las crestas iliacas o e trocanter mayor. Los sintomas, a veces unilaterales e intermitentes,
se exacerban o aparecen luego de periodos prolongados de reposo y disminuyen o
mejoran con el ejercicio. Conforme se afectan las articulaciones y las entesis de las
vertebras dorsales y de la caja tordcica, aumenta el area de dolor y se limita la expansion
del torax, ademads se presentan sintomas como: fiebre, fatiga, pérdida de peso, trastornos
del suefio por dolor intenso de presentacion nocturna. La exploracion fisica muestra
disminucion de la movilidad de la columna lumbar en todos los planos, dolor a la presion
en la region sacroiliaca y disminucion de la expansion tordcica, asi como contractura
muscular paravertebral. A medida que la EAJ evoluciona, la region lumbar se rectifica, la
cifosis dorsal se acentia y la motilidad cervical disminuye. Las articulaciones y entesis
periféricas, en especial de miembros inferiores (rodillas, coxofemorales, tarsos), se
muestran inflamadas, con hipersensibilidad a la presion y al movimiento. Las entesis mas
afectadas son las de las fascias plantar, el tendon de Aquiles en el calcaneo, la
tuberosidad anterior de la tibia, el trocanter mayor y el tarso, la entesis es mas severa y
persistente que la artritis.

La afeccion articular sacroiliaca muestra desde las primeras etapas, esclerosis subcondral
e irregularidades de la superficie articular de los iliacos para después mostrar erosiones,
disminucioén del espacio articular y anquilosis parcial o total. En esqueleto axial se

observan rectificacion de la columna lumbar, disminucién de los espacios articulares
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interapofisiarios, esclerosis marginal, encuadramiento de los cuerpos vertebrales,
estrechamiento y erosion de la union disco vertebral, osificacion y calcificacion de los
ligamentos vertebrales. En las articulaciones periféricas se encuentra osteopenia
generalizada y disminucion del espacio articular y progresion de la anquilosis en las
articulaciones inflamadas. Es notoria la tendencia del tarso a formar anquilosis.

La sacroileitis se expresa clinicamente por dolor tipografiado en la nalga, en su pared
superointerna, por debajo y por fuera de la region lumbar, pudiendo irradiarse hacia la
cara posterior del muslo hasta la rodilla, evidencidndose al examen dolor a la presion y a
la movilizacién mediante las maniobras correspondientes. El compromiso puede ser
unilateral, bilateral o alternante (31,35,36).

Al comparar la evolucion durante el primer afio de la EA juvenil y del adulto
encontramos que: la artritis y entesitis son mas frecuentes en nifilos y en adultos el
compromiso axial. Durante el curso de esta patologia en el adulto se incrementa el dafio
periférico de las articulaciones y en los nifios se desarrolla el compromiso axial. Sin
embargo el dafio en las entesis y articulaciones es mas severo en los nifios que en los

adultos (36).

Artritis Psoriasica Juvenil (APsJ).

Es la artritis asociada a psoriasis que se presenta en nifios menores de 16 afos, el cuadro
clinico es variable, puede presentarse como oiligoartritis persistente y mds tarde
desarrollarse a poliartritis en extremidades inferiores y superiores, es mas frecuente en
nifias, la edad de inicio es entre los 7 y 11 afios y la psoriasis entre los 9 y 13 afios. Los

cambios radiograficos se presentan después y consisten en osteopenia, periostitis ,
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erosion, anquilosis, la columna cervical es el segmento mas comprometido. Las
manifestaciones sistémicas incluyen iridociclitis crénica, pericarditis y en pocos casos

amiloidosis (31, 45,46).

Espondiloartropatias no diferenciadas (Ea no-dif).

Con este nombre se identifican aquellas artritides de etiologia desconocida, con
manifestaciones axiales y periféricas que comparten caracteristicas y factores genéticos
predisponentes, pero que no se pueden incluir en entidades bien definidas como en el
caso de la EA. Originalmente se utilizo para describir pacientes con sacroiliitis unilateral
sintomatica asilada o con artritis periférica y también aquellos pacientes con dactilitis
sola o con tendinitis aquilea. Actualmente se tiene el concepto de que representan las
formas iniciales de entidades especificas, ya que generalmente progresan clinica y
radiograficamente a EAJ.

Actualmente no existe un consenso de cuantas EaJ no diferenciadas progresan a las
formas diferenciadas, debido a que puede transcurrir un periodo de entre 5 y 10 afios para

su evolucion (31,47).

De lo antes descrito queda implicito que las espondiloartropatias son sindromes cuyo
rasgo caracteristico es la inflamacion créonica de las articulaciones y del esqueleto axial.

El proceso inflamatorio es una respuesta defensiva del organismo ante alguna infeccion,
trauma y agente toxico, siendo el resultado de una interacciéon compleja entre factores
solubles, células y sus receptores pero lamentablemente en ocasiones esta respuesta es

desmesurada y descontrolada, ocasionando mas dafio que beneficio (48-50).
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La entesopatia y artropatia cronicas de las articulaciones periféricas son los marcadores
clasicos de la EaJ que llevan a la destruccion del cartilago y el hueso cominmente
progresiva resultando en la deformidad y reduccion de la capacidad funcional igualmente
crecientes que llevan a la invalidez. Los fendmenos de fibrosis y osificacion con
formacion de hueso nuevo suelen aparecer y asi ocasionando lo que se conoce con el
nombre de anquilosis, que en nifios se presenta afios después del inicio de los primeros
sintomas comprometiendo la espina lumbar y articulacién sacroileaca, que igualmente
reduce la capacidad funcional (31,32).

Los estudios histopatologicos del esqueleto axial y entesis de las articulaciones de
pacientes con Ea son escasos debido principalmente a la dificultad para obtener biopsia
de estos tejidos, actualmente el desarrollo de nuevos métodos menos invasivos permiten
su andlisis (51).

Los primeros cambios observados en la sinovia, entesis y sacroileacas inflamadas de
estos pacientes con Ea, es la presencia de tejido granular , la inmunohistoquimica de este
tejido revela que existe predominio de linfocitos T tanto CD4+ como CD8+, ademas de
macrofagos y formacioén de nuevos vasos sanguineos. La Hibridacion in situ demuestra la
presencia de mRNA de TNF alfa, cantidades muy bajas de mRNA de TGF beta y la no
presencia de mRNA de IL-1(51,52).

En el infiltrado celular existe predominio de linfocitos T CD4+ que ocasionalmente
forman foliculos linfoides y de macrofagos, en menor numero se encuentran también
linfocitos TCD8+, células NK y linfocitos B (52).

Los macrofagos existentes producen cantidades importantes de sustancias mediadoras de

inflamacion como es el caso del oxido nitrico (NO) y citocinas pro-inflamatorias como
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TNF-alfa e IL-1, promoviendo la cascada inflamatoria en la articulacion (53). Existe una
poblacion particular de estas células en la sinovia y la mucosa intestinal de pacientes con
Ea, que expresan CD163, en donde la caracteristica principal de estos macrofagos es la
produccion elevada de TNF-alfa contribuyendo a la respuesta inflamatoria, la produccion
local de CD163 soluble promueve la inhibicion en la proliferacion y activacion de células
T Esta alteracion en la activacion permite la persistencia de antigenos bacterianos y la no
apropiada respuesta inflamatoria en la articulacion y deja claro el enlace entre mucosa
intestinal y articulacion, que por mucho tiempo fue ignorada (54-56).

La histopatologia de la inflamacion sinovial en las Ea , tiene caracteristicas especiales
que contribuye a diferenciarla de otras enfermedades reumdticas y realizar un
diagnostico mas certero y temprano; el uso de nuevas técnicas moleculares como
microarreglos y protedmica seran de gran ayuda para su deteccion en etapas iniciales
(51-53) . La modulacion del proceso inflamatorio en las Ea, es uno de los retos
principales para los proéximos afios, que solo podré realizarse cuando podamos entender

todos los mecanismos que lo amplifican en dichos padecimientos (57).

Terapéutica.

En la Eal, las medidas de tratamiento mas adecuadas son la terapias fisica y los
antinflamatorios no esteroideos (AINE). El ejercicio estd encaminado a mantener postura
erecta, evitando el desarrollo de deformidades que repercuten, al progresar en la funcién
respiratoria. La natacion es quiza el ejercicio ideal, evitdindose los deportes de contacto

por ser riesgosos para el esqueleto de los pacientes. Los AINE son parte esencial del
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tratamiento; siendo los mas usados indometacina, naproxeno y el tolmetin sédico. La
sulfasalazina que tiene su efectividad en las manifestaciones periféricas y a largo plazo
para el problema vertebral (58-60).

Dentro del espectro de manifestaciones que tienen los nifios con Eal, ciertos eventos son
irreversibles como el dafio funcional y estructural de las articulaciones, el camino
indicado en estos casos es la terapia reconstructiva de la articulacion.

El futuro terapéutico va dirigido a la modulacion de la respuesta inflamatoria mas que a

supresion.
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III. EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)
GENERALIDADES.

Organizacion Genética.

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC) esta formado por un grupo de genes
ligados, localizados en el brazo corto del cromosoma seis Humano (6p21.3). Este
complejo ocupa cuatro millones de pares de bases (4 Mb cuatro megabases), se tienen
localizados 412 loci, 252 genes donde 80 de ellos codifican para antigenos leucocitarios
y el resto son genes no evolutivamente relacionados con HLA, pero estan involucrados
con su funcion, contiene ademas 139 pseudogenes (61-64) Figura 1.

Son tres tipos de moléculas primordialmente codificadas por genes MHC. Las de clase I
y clase II que pertenecen al HLA, término que proviene del inglés (human leukocyte
antigens) y las de clase III corresponden a proteinas del complemento.

Los genes de moléculas clase I se encuentran en el extremo mas telomérico del MHC,
ocupan aproximadamente 2 Mb y existen alrededor de 50 genes pero se calcula que
podrian ser mds. Tres de estos son los loci HLA-A, -B, y C, llamados clasicos o clase Ia,
que son los principales orquestadores del concierto inmunoldgico. Los genes de
moléculas clase II, estan mas centroméricos y son mas de 30 loci, codificando para dos
clases de cadenas polipétidicas (alfa y beta). Los genes clase III estan distribuidos entre
lo genes de clase I y clase II. El 10% de las secuencias de DNA del MHC codifica para
proteinas funcionales, mientras el 90% restante se desconoce (65).

Los genes HLA codifican para proteinas que se expresan en la superficie celular y cuya
funcion es presentar péptidos previamente procesados al receptor de las células T (TCR)

(66,67). Sin embargo algunos de estos genes parecen haber perdido esta funcion, pero su
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estructura sugiere que en algin momento tuvieron la capacidad de presentar péptidos.
También existen otros genes con funciones inmunologicas y estructura distinta a los
genes HLA, pero conectados evolutivamente, considerandose genes funcionalmente
relacionados (68).

Algunos mamiferos placentarios tienen una organizacion de los genes del MHC similar al
del humano, otros difieren considerablemente. Aun entre individuos de la misma especie

existen diferencias, esto incluye a los humanos (69).
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Figura 1. Mapa del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad.

GENES CLASE 1.

En la region de clase I, los loci HLA (loci de clase I) estan entremezclados con otros loci

no relacionados de funcién inmunolédgica desconocida, algunos ejemplos de ellos son el

loci que codifica para la cadena b-tulina, proteina GTP que es un factor de transcripcion

entre otros.

De los loci HLA de clase I, ocho de ellos estan ocupados por genes funcionales (HLA-A,

-B, -C, -E, -F, -G, MICA y MICB), cuatro por pseudo genes (HLA-H, -J, -K y L), cuatro
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mas por pseudogenes truncados (HLA-75, -16, -80 y -90) y tres mas son fragmentos de
genes (HLA-17, -21 y -30) (70).

Los genes HLA de clase I se dividen en dos categorias; clase Ia y clase Ib, los genes
clase Ia (genes clasicos; HLA-A y -B) se unen a péptidos y los presentan mediante el
receptor de los linfocitos T, estas proteinas se expresan en la superficie de las células
somaticas pero en mayor cantidad en células linfoides siendo muy polimorficas
(diferentes alelos). Las proteinas codificadas en los genes de clase Ib ( genes no
clasicos; HLA-E, -F, -G) presentan péptidos a un subgrupo de células T; el patrén de
expresion en los tejidos es distinto al de las moléculas Ia y presentan un niimero reducido
de variantes o alelos (71). El locus HLA-C parece estar en medio de esta clasificacion ya
que la proteina presenta péptidos bajo condiciones fisioldgicas que ain no estan bien
determinadas, ademds que su expresion es baja y el nimero de alelos es reducido con
relacion al HLA-A y HLA-B.

Los loci HLA-E, -F, -G parecen tener atn restos de funcionalidad o bien que sean loci
especializados en presentar ciertos tipos de péptidos (en el raton algunas moléculas clase
Ib aparentemente se han especializado en presentar péptidos codificados por genes de
DNA mitocondrial. Al final de la escala parecen estar pseudogenes recientemente

inactivados y pseudogenes truncados (fragmentos de genes) (72,73).

GENES CLASEII.

La region de clase II contiene una gran cantidad de genes como los genes LMP2 y LMP7

que codifican para subunidades de proteosomas y los genes TAP1 y TAP2 que codifican
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para proteinas transportadoras de péptidos, también se encuentra ahi el pseudogen HLA-
Z1 y los genes HLA de clase II que estan clasificados en cinco familias: HLA-DP, -DN, -
DM, -DO, -DQ y -DR. En cada familia hay dos tipos de loci, A y B, los cuales codifican
para cadenas polipéptidicas alfa y beta respectivamente. Las moléculas HLA de clase II
son heterodimeros formados por una cadena alfa y otra beta. Las dos cadenas provienen
de una misma familia; por ejemplo la cadena DP alfa se asocia con una cadena DP beta,
DM alfa con DM beta. Con respecto a la familia DR, todos los humanos tienen un
locus DRA

(DR alfa) pero difieren en el niimero de locus DRB. Para cada cromosoma pueden
encontrarse de 2 a 5 genes. Se conocen nueve loci DRB: HLA-DRBI, -DRB3, -DRB4, -
DRBS5 que son funcionales y por otro lado el HLA-DRB2, -DRB6, -DRB7, -DRBS8 que
son pseudogenes y HLA-DRBY que es un fragmento de gen. Los diferentes numeros y

combinaciones de los genes DRB definen varios haplotipos HLA-DR (74,75).

GENES CLASE I1I.

La region de clase III contiene genes que estan principalmente involucrados en la
inmunidad natural. En primer lugar encontramos genes que codifican a los componentes
iniciales de la cascada del complemento como el C4, el C2 y el factor B, asi como los
genes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y linfotoxina. Ademas hay otros genes
como los de las proteinas de choque térmico, la 21-hidroxilasa, la sintetasa valil-tRNA

entre otros (76-79).

22



Estructura v nomenclatura de los genes HLA.

En el sistema HLA los genes se designan por letras capitales y series de numeros, para las
moléculas clase II; La primer letra (-D ) identifican el gen (locus), la segunda letra
especifica a la familia de donde proviene (M, N/O, P, Q y R) y la tercer letra indica el
tipo de gen (A para alfa y B para beta). El primer numero que sigue de esas tres letras
especifica el locus y el resto de los nimeros denotan el alelo. La designacion del locus
(letras) y el alelo (nimeros) estan separados por un asterisco (*). La nomenclatura de las
moléculas de clase I sigue reglas semejantes, lo que difiere es el numero de locus, por
ejemplo HLA-A*0201 la cual es el alelo 1 del locus A2 (80).

Los genes de clase I como de clase II se dividen en exones e intrones; el gen completo
excepto su region reguladora se transcribe en RNA, siendo los intrones removidos
durante el procesamiento del transcrito primario (81). La organizacion de los exones e
intrones de los genes HLA de clase I es bastante similar al de otras especies de
vertebrados. Cada gen de clase I consiste de 6 o 7 exones, El exon 1 abarca la region 5°
no traducida (5’UT) y un pequefio porcidon de DNA codifica para el péptido lider. La
region 5°UT es transcrita a RNA que forma parte de la secuencia de mRNA pero no es
traducida a proteina. El péptido lider es el responsable del paso de la proteina a través de
la membrana durante la sintesis en el reticulo endoplasmico, después de esto el péptido
lider es eliminado ya que no aparece en la proteina madura. Los exones 2, 3 y 4 codifican
para tres dominios denominados o/, a2 y a3 respectivamente. Los dominios a/ y a2
contienen los sitios que unen a los péptidos producidos durante el procesamiento de otras
proteinas; estos sitios se les llama dominios fijadores del péptido. El dominio a3 tiene

una estructura caracteristica también observada en las moléculas de inmunoglobulina de
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ahi su nombre como dominio semejante a inmunoglobulina. El ex6n 5 codifica para la
region transmembranal de la molécula. Los exones 6 y 7 codifican para la region
citoplasmica (cola). En cuanto a los genes de clase II hay alguna variacién en su
organizacion genética entre los vertebrados, pero generalmente en los mamiferos los
genes A consisten de 5 exones y los genes B de seis exones. En ambos genes el exon 1
contiene a la region 5’UT y la secuencia que codifica al péptido lider; el exon 2 codifica
el dominio a/ (genes A) o el Sl (genes B), estos dominios contribuyen a la region
captadora del péptido de la molécula de clase II; el exén 3 codifica para los dominios (a2
y [2); los exones restantes codifican para, la region transmembranal e intracitopldsmica

(82), Figura 2.

MOLECULAS HLA CLASE | MOLECULAS HLA CLASE I

REGION CAPTADDRA DEL PEPTIDD

MEMBRANA CELULAR




RFGTON CAPTANORA

a-HELICE

B-PLEGADAS

Figura 2.- Estructura de las moléculas HLA de clase I y de clase II y de la Region

Captadora de antigeno ¢ surco de union al antigeno

Expresion y Regulacion de los genes HLA.

Los genes clase Ia se expresan en la mayoria de las células somaticas adultas. Sin
embargo hay algunas excepciones que incluyen a las neuronas, células del pancreas,
células del miocardio, espermatozoides en ciertas etapas de desarrollo y ciertas células de
la placenta. Las moléculas de clase I no se expresan en la superficie de huevos no
fertilizados.

Entre todas las células somaticas adultas, los linfocitos T y B expresan niveles altos de

moléculas clase Ia con relacion a otras células que generalmente expresan niveles bajos.
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La expresion puede aumentar o disminuir por el estimulo de factores como las
infecciones virales y citocinas por ejemplo los interferones.

La expresion de los genes clase Ia esta regulada por secuencias corriente arriba de la
region codificante. Las secuencias cortas se denominan motifs o cajas. Estas secuencias
son sitios que se unen a las proteinas encargadas de iniciar la transcripcion del DNA en
RNA. Las proteinas generalmente denominadas factores de trasncripcion o factores
nucleares (porque se encuentran en el nucleo de la célula) pueden acelerar o frenar el
proceso de la transcripcion (83). Algunos factores son especificos para ciertos genes o
especificos para células, mientras que otros actuan sobre diferentes tipos de células o
genes. La region que regula la transcripcion se encuentra corriente arriba del sitio donde
inicia, aunque algunos motifs reguladores pueden estar localizados en otras partes del
gen, por ejemplo en los intrones. La region reguladora corriente arriba puede dividirse en
dos partes, los promotores y la aumentadora (enhancer) (84). El promotor actiia a una
corta distancia (en mamiferos el promotor esta a unas 35 pares de bases del sitio de inicio
de la transcripcion), el promotor siempre esta en el extremo 5’ y opera solamente en la
orientacion correcta. Este contiene dos motifs que también se observan con frecuencia en
otros genes, la caja TATA y la caja CCAAT. Las secuencias aumentadoras operan a
distancias de varias kilobases, independientemente de la orientacion y localizacion de los
extremos 5’ 0 3’ del gen. Estas regulan la actividad del promotor. La misma secuencia
motif puede actuar en diferentes genes y en diferentes tipos de células. Los elementos
reguladores que controlan la expresion de genes de clase II estan bien caracterizados,
estos han mapeado en el segmento corriente arriba del sitio de inicio de transcripcion y en

el primer intron del gen DRA (85). La region reguladora puede dividirse en 2 partes, la
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proximal y la distal (relativa al sitio de inicio de transcripcion). La region proximal es
necesaria pero no suficiente para la expresion constitutiva de los genes de clase II en los
linfocitos B y en el aumento en la expresion basal por la accion de IFN-gamma (86). La
region proximal (que se refiere a la region promotora) contiene ademas de las cajas
TATA y CCAAT una serie de secuencias motif designadas por varias letras del alfabeto
(0,Y, X, X2,P,Zy V). Lacaja TATA esta presente en todos los genes de clase II pero
no tiene mucha relevancia en la expresion de estos genes. Por otro lado la caja CCAAT
estd presente en algunos genes de clase II. Cerca de la caja TATA rio arriba se encuentra
la secuencia octamero (O), la cual consiste de ocho nucledtidos, esta secuencia se ha
encontrado en otros genes incluyendo los de las inmunoglobulinas. La caja Y tiene la
secuencia 5’-CTGATTGGCC-3’. La caja X consiste en dos motifs parcialmente
sobrepuestos, X y X2 los cuales se unen a distintos factores de transcripcion, aunque X2
se encuentra en unos cuantos genes de clase II. La caja Z cambia en su secuencia 'y
designacion en distintos genes. Esta contiene al menos 2 secuencias motifs, el primero de
ellos denominado Z o SRV2 (GGACCC) y Z2 o SRV1 (GGACAC). Los elementos
distales no estdn completamente bien caracterizados. Estos son los responsables de la
expresion constitutiva de los genes clase II en los linfocitos pero su funcion parece estar

regulada por los elementos proximales (86,87).

Polimorfismo Genético.

El polimorfismo del MHC tiene dos aspectos notables: el primero que es extenso y en
segundo lugar es un polimorfismo natural. Una situacion que se repite en algunos genes
polimorficos es que alguno de ellos son extremadamente frecuentes y otros alelos tienen

frecuencias muy bajas (88). Sin embargo, el polimorfismo de los loci del MHC se
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caracteriza por la enorme cantidad de alelos de cada locus y muchos de estos alelos se
encuentran con frecuencias similares en los diferentes grupos étnicos. Hasta el ultimo
reporte de nomenclatura de genes de HLA se conocen 209 alelos de HLA-A, 414 alelos
de HLA-B, 101 alelos del locus HLA-C, 273 alelos de HLA-DRBI, 45 alelos de HLA-

DQB1 y 93 de HLA-DPBI, entre otros (89).

La variabilidad de los loci de HLA de clase II se localiza principalmente en el exén 2,
mientras que en los genes de clase I el polimorfismo radica en los exones 2 y 3.

Ademas dentro de estos exones la variabilidad se concentra en ciertos sitios, mientras que
el resto de la secuencia permanece constante. Aunque se piensa que la variabilidad tiene
un significado funcional es importante evaluar cuanto de la variabilidad de los
nucleotidos se traduce en diferencias en la proteina (90).

Todos los alelos HLA presentes en la poblacion humana provienen de un solo gen a partir
del cual en la progenie gradualmente se acumularon substituciones y estas divergieron en
linajes a través de las lineas de descendencia. La evolucion de los linajes alélicos
trascendio a la evolucidn de las especies. Este modo de evolucion trans-especifico es el
responsable del caracteristico polimorfismo de los genes dentro del MHC. El
polimorfismo en los diferentes loci del MHC aparentemente se gener6 en momentos
diferentes: Los linajes en el locus HLA-DRBI1 se generaron hace 2030 millones de afios
aproximadamente; los del HLA-A hace unos 510 millones de anos y el HLA-C después
de la aparicion del Homo sapiens (menos de 1 millon de afos) (91). El destino final de
una nueva mutacion en un gen determinado, puede ser su extincion o su fijacion. Una
mutacion neutral no persiste como un polimorfismo mas alld de 4 generaciones. Los

alelos del MHC han persistido mucho mas que 4 generaciones obviamente estas no son
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mutaciones neutrales. Hay evidencias de que la evolucion de los alelos MHC hay una
importante influencia de la seleccion natural (92)

Los cambios sindnimos no alteran la secuencia de aminoacidos de una proteina y por lo
tanto no son afectados por la seleccion, Sin embargo los cambios no sinénimos son
deletéreos porque al afectar la secuencia de aminoacidos usualmente reduce u oblitera
totalmente la funcionalidad de la proteina, por ende, estos genes son eliminados por
seleccion negativa o seleccion purificadora y en un gen en el que esos dos tipos de
cambios ocurren la proporcion de substituciones sindnimas es mayor que la proporcion
de substituciones no sinéonimas (dS>dN). Muchos genes que se han analizado muestran
este patrén de preponderancia de substituciones sinénimas sobre las no-sinénimas. Sin
embargo en ciertas partes de los genes del MHC se observa lo contrario: en la region que
codifica para la region captadora del péptido las substituciones no sindnimas son mas
frecuentes (AN>dS). Esta acumulacion preferencial de substituciones no-sindénimas puede
ser resultado de seleccion positiva la cual favorece la diversificacion de la region
captadora del péptido (93).

IV. RELACION MHC Y EAJ.

La asociacion de Espondilitis Anquilosante (EA) y el antigeno HLA-B27 se reporta desde
hace 30 anos (94,95), alrededor del 90% de los espondiliticos son B27 positivos
constituyendo la asociacion mas fuerte entre una enfermedad y un producto de la region
del MHC. La prevalencia de las Espondiloartropatias (Ea) en las diferentes poblaciones
se correlaciona directamente con la prevalencia del gen HLA-B27 en cada grupo étnico
tanto en la poblacion en general como en las familias multicasos (96). Dentro de los

subtipos de Ea la prevalencia del HLA-B27 difiere, siendo en mayor porcentaje en la EA

y su presencia se correlaciona con mayor severidad de la enfermedad (97).
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Actualmente se conocen 27 subtipos de la molécula HLA-B27 (HLA-B*2701 al 27) y la
prevalencia de cada subtipo difiere en cada poblacion como resultado de las diferencias
geograficas y genéticas entre los grupos étnicos, sin embargo el B*2705 es el subtipo
predominantemente asociado con Ea (98).

El andlisis de casos multiples EA en familias demuestra concluyentemente la asociacion
de la region del MHC y la enfermedad con implicacion directa en la susceptibilidad
genética a la enfermedad. La concordancia para la EA en gemelos monocigotos HLA-
B27 positivos es del 63 % y 23 % para gemelos dicigotos HLA-B27 positivos. Estos
hallazgos demuestran la existencia de otros componentes que pueden ser genéticos dentro
o fuera del MHC y/o factores ambientales que desencadenen y perpetiien una respuesta
inmune alterada, sin embargo los mecanismos involucrados siguen aun ocultos (99).
Hasta hace poco las Ea eran consideradas raras dentro de las enfermedades reumaticas
sin embargo las evidencias sugieren que no lo son (100). El diagnostico en nifios puede
resultar dificil y enmascara el verdadero padecimiento, algunos casos con Artritis
Reumatoide Juvenil (ARJ) o Artritis Juvenil Crénica (AJC) y HLA-B27 positivos,
evolucionaran en algin tiempo a EA o Ea no-diferenciada , aumentado asi el nimero de
casos (31).

La frecuencia del antigeno HLA-B27 en la poblaciéon mexicana en general es menor del
5% y en los pacientes adultos con Ea la frecuencia es del 50% (101).

Las Ea de inicio juvenil se presenta mas tempranamente y con una incidencia mayor en la
poblacion mestiza mexicana que en otros grupos étnicos, lo que las hace mas
incapacitante y la posiciona como un buen modelo de estudio para susceptibilidad

genética.

EL POLIMORFISMO DE HLA-B27.

El desarrollo de las técnicas de secuenciacion y la utilizacion de métodos moleculares

para tipificar antigenos HLA, ha incrementado el niimero de subtipos conocidos.
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En 1994 se reconocian siete subtipos para el alelo HLA-B27 y para el 2005 aumento a
27, cada subtipo difiere en su distribucion étnica como parte de las diferencias genéticas
de las poblaciones (102,103).

El B*2705 parece ser el alelo ancestral con una distribucion en todas las poblaciones del
mundo que ademas se subdivide en B*27052 y B*27053 esto es ocasionado por una
sustitucion silenciosa de un nucledtido (104).

El subtipo B*2701 es un subtipo muy raro, observado sélo en algunas familias
caucasicas, el subtipo B*2702 es un alelo que se encuentra predominantemente en la
poblacion judia y en poblacion caucasica del norte de Africa (105). E1 B*2703 tiene una
mayor frecuencia en el continente africano, B*2704 esta virtualmente restringido para
orientales y pobladores de la Polinesia, este subtipo tiene una correlaciéon muy fuerte con
el B*2706, identificindose solo en pobladores del suroeste de Asia, asi como B*2707
también se restringe a poblacion asiatica [India, China y Tailandia] (106,107,108). El
subtipo B*2708 es extremadamente raro, s6lo se habia identificado en dos individuos
ingleses sanos y mas tarde en una familia con individuos afectados con EA procedente
de la isla de Azores (109,110 ). El afio pasado se detectan 4 individuos més, dos son
mujeres, una con diagnostico de EA y la otra con una artropatia no bien definida, siendo
madre de una mujer la cual se diagnostico con EA y un genotipo B*2708/B*2705; los
dos restantes son varones no afectados todos ellos son ingleses (111). En pobladores de
Sardinia e Italia continental se ha detectado el B*2709 en poblacion normal y en dos
pacientes con Ea (112,113).

La distribucion alélica de B*2701, 2710 ,2711 ,2712 y 2713 es desconocida, han sido

detectados en algunos miembros de una misma familia sin que se describa su asociacion
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con EA en otras poblaciones (110). B*2714 se detecta en poblacién india de
Norteamérica sana y en dos pacientes con EA procedentes de Siberia (114, 115), B*2715
solo se ha reportado en dos pacientes con EA, procedentes de Tailandia (115). Los alelos
restantes también se han reportado en forma esporaddica como es el caso del HLA-
B*2719, descrito sdlo en un paciente libanés con EA (116), el B*¥2722 en células de un
individuo filipino (117) quedando pendiente la confirmaciéon de estos en otras
poblaciones tanto de individuos normales y pacientes.

La estructura molecular del HLA-B*2705 y su distribucion mundial hace suponer que es
la molécula ancestral que dio origen a los diversos alelos debido a diferentes procesos
genéticos como: conversion génica, mutaciones etc.

Una clasificacion propuesta para los subtipos de HLA-B27 en base a su estructura, es la
que se aplica tomando en cuenta el nimero de cambios en los dominios al y a2
(codificados por el exén 2 y exdédn 3 del gene y que conforman el zurco de unién al
antigeno), tomando en cuenta el tinico polimorfismo reportado para el dominio a3 en la
posicion 211, es la siguiente:

GRUPO I

Incluye aquellos subtipos que difieren del B*2705, por un solo cambio en un aminodcido
debido a una mutacién puntual o por conversion génica.

I A — En la secuencia lider: B*2713

I B — En el dominio al: B*2703, B*¥2717

I C — En el dominio a2: B*2709, B*2710

GRUPO 2
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Consiste en los subtipos que difieren de B*2705, por multiples cambios en un mismo
dominio, debido a un evento de conversion génica.
2A - En el dominio al: B¥2701, B¥2702, B*2708, B¥2712, B*2716, B*2723.

2B - En el dominio a2: B*2707, B*¥2714, B*2719.

GRUPO 3

Consiste en los subtipos que difieren de B*2705, que introducen uno o méas aminoacidos

en un dominio:

3A — Incluye los subtipos relacionados con B*2710: B*¥2704, B*2718

3B — Incluye los subtipos relacionados con B*2707: B*2711

3C — Incluye los subtipos relacionados con B*2704: B*2706, B*2715, B*2720, B*2721,
B*2724, B*2725 (98,102).

Estos polimorfismos posicionales en el surco de union al antigeno de la molécula

HLA-B27 puede orientarnos sobre el papel que desempefian en la predisposicion genética

a las Ea (105,118).

Un esquema de la relacion evolutiva propuesta para HLA-B27 y sus subtipos se presenta

en la Figura (3).
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Figura 3. Relacion Evolutiva de la molécula HLA-B27.

Los subtipos en color azul son predominantemente caucasicos, amarillo para orientales e
Islas del Pacifico, rojo para negros, amerindios en verde y en turquesa son desconocidos,
el B*2705 se encuentra en multiples grupos étnicos y B*2707 so6lo en orientales

(97,102).
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Residue 59 69 70 71 74 77 80 81 82 83 97 113 114 116 131 152
Position

Pockets A B C CF C/F F E/C’F D D/E EF E

B*2705 Tyr Ala Lys Ala Asp Asp Thr Leu Leu Arg Asn Tyr His Asp Ser Val

B*2701 — — - —  Tyr Asn — Ala — — - - - — -
B*2702 - - - — — Asn Ille Ala - - - - - - - =
B*2703 His — - — — - - - - - - - - - - _
B*2704 - - - - - Ser - — - - - - — —  —  Glu
B*2706 - - - - = Ser — — - - - — Asp Tyr — Gl
B*2707 - - - - - - - - -  —  Ser His Asn Tyr Arg —
B*2708 — T — S — Ser Asn — Arg Gly — — — — — —
B*2709 - - - - - - - - - - - -~ _— His - —
B*2710 - - - - - - - - - - - - - - - G
B*2711 - - - — — Ser — — — —  Ser His Asn Tyr Arg —
B*2712 —  Thr Asn Thr — Ser Asn — Arg Gly - - = — B —

Tabla A. Secuencia de aminoacidos del subtipo B*2705 y los subtipos mas importantes
relacionados con la Ea. Desde el residuo 59 al 83 que conforma el dominio alpha-1 y del
97 al 152 el dominio alpha-2, las sustituciones en las diferentes posiciones se denotan con
las tres letras que identifican al aminoécido; el guion indica identidad con B*2705, Las

letras entre la A — F indican el pocket al que afecta la sustitucion.
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EL POLIMORFISMO DE HLA-B 27 Y SU ASOCIACION CON LAS
ESPONDILOARTROPATIAS.

Los polimorfismos que presenta la molécula HLA-B27 influyen en la especificidad de
unién de esta molécula a un péptido determinado, motivo por el cual los diversos alelos
HLA-B 27 tienen marcadas diferencias en su asociacion con las Ea.

Los subtipos del B*2701 al B*2715 y B*2719 se han reportado asociados con EA o
alguna otra Espondiloartropatia en cuando menos un individuo (109-118). En los
subtipos B*2705, B*2704, B*2702 y B*2707, su asociacién se ha demostrado por
estudios epidemioldgicos bien estructurados y la fuerza de la asociacion es muy fuerte
(119-123). En las cuales, el B*¥2705 tiene mayor prevalencia en todas las poblaciones
excepto en individuos del oeste de Africa [Senegal y Gambia] (124). Demostrandose
también que algunos subtipos tienen una predisposicion a la enfermedad muy baja como
es el caso de B*2706 y B*2709 (107,125,126).

En una familia se pudo documentar individuos homocigotos HLA-B 27, en donde
aquellos que tenian B*2706 en sus dos cromosomas (homocigotos-alélicos) no
desarrollaban EA pero si en un cromosoma portaba B*2706 y en el otro B*2705
(heterocigotos-alélicos) estos si desarrollaban la enfermedad (118,127). El
descubrimiento de que algunos subtipos B 27 no estan asociados con EA, resulta util

para tratar de entender la patogénesis de la enfermedad (128).
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BASES BIOLOGICAS DE LA SUSCEPTIBILIDAD GENETICA A LAS

ESPONDILOARTROPATIAS.

A pesar de que han transcurrido mas de 30 afios de los primeros reportes de asociacion
entre el antigeno HLA- B 27 y la Espondilitis Anquilosante, los mecanismos generados
en la patogénesis permanecen desconocidos y quedando las interrogantes de si el B 27 es
el culpable directo o no y si existen gen o genes implicados en el desarrollo de la
susceptibilidad genética y més aun si influyen en la severidad.

A lo largo de estos anos existen diferentes propuestas para explicar los mecanismos

probables que se llevan a efecto en la patogénesis y a continuacion seran citadas.

Péptido Artritogénico.

El modelo del péptido artritogénico es una de las primeras propuestas y esta basada en la
funcién natural de las moléculas HLA clase I como presentadoras de péptidos enddgenos
a las células T, mediante la interaccion del receptor de linfocitos T (TCR), generando
una respuesta inmune via linfocitos T CD8" (35,129,130).

Son considerables los esfuerzos realizados para determinar la procedencia del péptido
artritdgenico que se une a la molécula HLA-B27 proponiéndose: que el péptido puede
provenir de los microorganismos que se han encontrado, especialmente en la articulacion
de pacientes con Artritis Reactiva y que pueden tener reaccion cruzada con péptidos

propios o con el mismo B27 (131,132).
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La persistencia de antigenos bacterianos en la articulacién en pacientes con ARe, esta
bien documentada (133-135). Antigenos bacterianos y anticuerpos especificos contra
Salmonella (136), Shigella (137), Yersinia (138), Clamydia (139, 140) estan reportados.
En el caso EA se implica a Klebsiella, los estudios anteriores fueron realizados con
pacientes adultos (141,142) y representan las primeras evidencias para las hipotesis de
péptido artritogénico y Mimetismo Molecular (ver mas adelante). Existen escasos
estudios donde se examine la interaccion de alguna bacteria, antigeno o anticuerpo y la
molécula HLA B27 en nifios con Espondiloartropatias, solamente en los casos de Artritis
Reactiva donde se implica a microorganismos como Shigella flexneri, Chlamydia
pneumoniae 'y Clamydia trachomatis (143,144).

Otras investigaciones proponen que el péptido artritogénico puede ser un péptido propio
(145), que proceda de la degradacion del mismo HLA-B27 y presentado por moléculas

clase II (146) o por el propio HLA-B27 (147,148).

Mimetismo Molecular.

Este término se introduce en 1964, para describir la semejanza que tienen algunos
epitopos de microorganismos y epitopos del tejido huésped, desencadenando asi una
reaccion inmune contra determinantes propios del individuo generando una enfermedad
del tipo autoinmune (149,150).

Retomando este modelo para explicar la patogénesis de las Ea, se sugiere que antigenos
externos procedentes de microorganismos tienen similitud a péptidos propios y son
presentados por las moléculas HLA-B27 y asi eventualmente rompen la tolerancia e

inducen autoinmunidad y de esta manera causan inflamacion crénica (151).
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La deteccion de linfocitos T CD8+ en la articulacion de pacientes con ARe (152,153) ,
soporta la base de estas hipotesis aun cuando resulta realmente dificil poder inculpar a los
linfocitos T citotdxicos encontrados en las articulaciones afectadas de pacientes con
ARe como causantes de la destruccion local.

En los Ultimos afios los experimentos realizados por la Dra. Fiorillo, demuestran que
existen diferencias funcionales  determinadas por el  polimorfismo subtipo-
especifico de la molécula B27 y que estos son relevantes en la patologia de las
Espondiloartropatias. En ellos demuestra que en el curso de una respuesta inmune a un
epitope viral (Proteina de Membrana -2 (LMP-2) del virus de Epstein-Barr), los linfocitos
T citotoxicos generados distinguen los complejos HLA-B*2705/LMP-2 y HLA-
B*2709/LMP-2. De esta manera es concebible la idea del péptido artritogénico que
produce una respuesta diversa y con efectos diferentes donde el complejo:
B*2705/péptido pero no el B*2709/péptido pueden ser reconocidos por células TCD8+ ,
en donde el péptido puede tener una reaccion cruzada contra algin microorganismo
(154 -156). Otros hallazgos demuestran que la molécula HLA-B27 tiene como ligando
natural pero solo los subtipos B*2702, 04 y 05 (asociados con las Ea) a un péptido
propio que procede de la region citoplasmatica y que tiene homologia con una region de
la DNA primasa de Chlamydia trachomatis (157-159).

Estos datos nos orientan a determinar el porque algunos alelos B27 estan asociados con
enfermedad y otros no lo estdn, ademés de apoyar los modelos de péptido artritogénico
/Mimetismo Molecular para explicar la patogenia de las Ea.

Un estudio realizado en gemelos monocigotos (160), en donde algunos pares de gemelos

eran concordantes en padecer EA y en otros la enfermedad era discordante, buscando asi
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homogeneidad genética y con la inclusiéon de donadores sanos HLA-B27 positivos. En
todos estos se investigo una probable asociacion entre la restriccion en la variabilidad del
receptor de células T (TCRB) y la enfermedad (El andlisis de la activacion clonal y
expansion de células T causada por un antigeno pueden ayudarnos en la identificacion y
caracterizacion de los epitopes cruciales en enfermedades inflamatorias como es el caso
de EA). En este trabajo se reconoce, que s6lo en los pacientes con EA existe un aumento
de oligoclonicidad, que seria una evidencia para reconocer que los pacientes con EA
estan exponiéndose continuamente a estimulacion antigénica, que puede ser causada por
antigenos procedentes de agentes infecciosos o péptidos propios que inducen activacion
de células T causando autoinmunidad (160), esta limitada restriccion ya se habia
documentado en pacientes con Ea no relacionados (161,162). La importancia de
caracterizar péptido artritogénicos y una respuesta HLA-B27 restringida en las
articulaciones nos llevaran a entender la relacién entre B27 y la enfermedad y la
generacion de una inmunoterapia especifica (163).

Muchas de las investigaciones estan centradas en la identificacion de células TCD8+ en
pacientes con Ea . Interesantemente en ratones transgénicos para B 27+ y deficiencia para
beta-2 microglobulina y muy bajos niveles de T CD8+, logran desarrollar la enfermedad
y mds aun en aquellas cepas de ratones que tienen deficiencia del gene TAP-1, que es el
Transportador de péptidos para moléculas clase I, también se desarrolla la enfermedad
(164).

En forma general las moléculas HLA Clase I y II son reconocida por linfocitos T CD8+y
CD4+ respectivamente esto es el resultado de una seleccion positiva en el timo, sin

embargo esta seleccion no parece totalmente absoluta y se han reportado células T CD8+
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reactivas para clase Il y células T CD4+ restrictas para clase I, el significado bioldgico de
romper la s reglas del reconocimiento son desconocidas.

Recientemente se reconoce la existencia de células T CD4+ restrictas B 27 en las
articulaciones de pacientes con EA, sugiriéndose que estas tienen una participacion en la
patogénesis de las espondiloartropatias particularmente si el factor infeccioso influye en

la expresion de formas poco usuales del HLA-B27 (165-168).

Alteraciones en la molécula HLA-B 27.

La molécula HLA B27 tiene en la posicion 67 una cisteina (cys) libre, que forma parte
del pocket B dentro del surco de union al antigeno que le da ciertas propiedades al B27,
una de ellas es gran estabilidad, en algunos experimentos en donde sustituyen en esta
posicion 67, Cys por una Ser (Serina), logrando desestabiliza la molécula (169,170). Por
otro lado esta misma posicion es altamente reactiva (171,172) , por lo cual se le
involucra en la patogénesis de las Ea por dos diferentes mecanismos:

El primero de ellos nos dice que la posicion 67 Cys es un blanco potencial para las
bacterias procedentes de una infeccion, para la elaboracion de  homocisteina,
modificando asi la molécula B 27 y dirigiendo el reconocimiento de esta molécula por
células T citotoxicas (LTC) , las cuales ya se han caracterizadado (173,174).

Segundo mecanismo. En donde la Cys 67 participa en la formacion de homodimeros de
cadena pesada in vitro, libres de beta-2-microglobulina (175). Estos homodimeros (HC)
unidos por un puente disulfuro en especial el de B*2705 son muy estable y se une a
epitopes virales (176), estas moléculas libres de beta-2-microglobulina se encuentran en

células deficientes de Transportares de péptidos (TAP) (177). La expresion de estos
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homodimeros pueden ser reconocidos por dos familias de receptores: KIR (killer Ig
receptor) y ITL ( Ig-like transcripts) proponiéndose que estén involucradas en la
patogénesis de la enfermedad (178-180).

Esta propuesta es una hipdtesis alternativa a las ya descritas pero no puede explicar la
baja asociacion de los alelos B*2706 y B*2709 ya que ambas moléculas contienen Cys
67.Ademas la molécula HLA-B 27 tiene una elevada tendencia, mas que otras moléculas
del locus HLA-B ( Ej: B 51, B52, B 78) de desplegarse después de su sintesis, dirigiendo
un incremento de su degradacion en el citosol, esta propiedad esta relacionada al pocket
B (181,182). La ineficiencia de esta degradacion favorece la formacion de homodimeros,
y los componentes de esta degradacion estan en cantidades elevadas y presentadas por
HLA-B 27 y otras moléculas clase I el significado patologico es atin desconocido.

Estos dos procesos dimerizaciéon y desplegamiento (misfolding) son procesos
fundamentalmente diferentes pero ciertos rasgos estructurales de la cadena pesada son
iguales y potencialmente pueden estar ligadas a provocar todo el proceso inflamatorio

llevando al desarrollo de la enfermedad, quedando pendiente su reconocimiento (183).

Otros genes dentro del MHC asociados con las Espondiloartropatias.

Existen evidencias suficientes para pensar que el HLA-B27 no actia solo en conferir
susceptibilidad a las EA y que otros genes dentro del MHC puedan también estar
involucrados, sin embargo resulta muy complicado identificar estos genes por los
complejos y multiples desequilibrios génicos dentro del MHC (184).

El HLA-B 60 fue el primero en reportarse en pacientes adultos con EA y B 27+, este

parecia incrementar la susceptibilidad a la enfermedad (185), desde entonces otros
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reportes han confirmado este hallazgo (186,187). Sin embargo una implicacion directa
es incierta.

El HLA-B39 y el B 27, comparten varias similitudes sobre todo en el surco de union al
antigeno (incluyendo Glu45 y Cys 67) y la capacidad de union con péptidos Arg 2 o His
2 (188,189). Un incremento de B 39 en pacientes japoneses con EA adultos y B 27
negativos (190), lo cual sugiere el involucramiento de esta molécula en la susceptibilidad
al desarrollo de la EA, asi mismo se le asocia con la Artritis Psoridsica en especial con
el desarrollo axial del padecimiento (191) y una progresion rapida de la enfermedad en
otro reporte (192). Estos resultados no han podido replicarse en otras poblaciones.
Algunas asociaciones se reportan para moléculas clase II, en especial el haplotipo:
B27- DR 1 en poblacion adulta inglesa tanto en familias como en estudios de casos y
controles (193,194) y DRB1*08 y DPB1*0301 se ha encontrado en Pacientes con
Espondilitis Anquilosante de inicio Juvenil ademés de homocigocidad para genes para
LPM 2 (195). La asociacion de HLA-DRB1*0103 es particularmente interesante,
incrementa la severidad de IBD en pacientes que ademas padecen EA (196,197).
Asociacion de DR 4 también se ha reportado en familias multi - casos, pero en este
hallazgo se combinan ligamiento y asociacidon y no seria posible conferir al DR4 por si
s0lo una asociacion con la enfermedad (198-201). Asociacién entre EA y artritis
periférica esta reportada (202) y DRB1*0408-DQB1*0301 en finlandeses con ARe (203),
sin embargo estos hallazgos no han sido reproducidos en otras poblaciones (204).
Existen reportes de asociacion del promotor del Factor de Necrosis Tumoral (TNF-308) y
EA, pero podria tratarse de un haplotipo asociado a la enfermedad y no como un locus de

susceptibilidad, por lo cual es necesario el analisis en mas poblaciones (205,206).
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Otros genes que han sido investigados dentro de la region MHC son los MICA, TAP,
LMP 2, LMP 7y HSP 70 y complotipos, algunos de ellos resultan conflictivos o con una
asociacion muy pobre, por lo cual se requiere determinar si estas asociaciones son
verdaderas (207-211).

En la poblacién mestiza mexicana se tienen realizados algunos trabajos con pacientes
con Espondiloartropatias. De donde se conoce que el subtipo mas frecuente es B*2705
tanto en poblacion adulta como juvenil (119), también se asociado con DRB1*08 (212),
B 15 y DRBI1*01 (95), B49 y el complotipo FC31 (213). Para el polimorfismo de genes
LMP2 se incrementado el haplotipo AA en aquellos pacientes con EA, B 27+ y
desarrollando uveitis (214) y el haplotipo BB en pacientes con EA HLA B27-negativos y
enfermedad extra-espinal (215, 216). Un estudio posterior en pacientes con Ea ( EA, Ea
no-diferenciada, ARe) confirma el involucramiento de estos genes LMP 2 pero no para
LMP 7 (217). Para los genes de las proteinas de choque térmico (HSP 70) se encontrd
asociacion deHSP-2 y HSP-hom con Ea en forma independiente de la susceptibilidad que
pueda conferir el B 27 (218). La mayoria de estos estudios son en pacientes de inicio de

la enfermedad en la etapa adulta.

Genes no-MHC asociados con Ea. / ESTUDIOS DE LIGAMIENTO PARA SITUAR
OTROS GENES DE SUSCEPTIBILIDAD DENTRO DEL GENOMA

Son limitados los estudios que se han realizado para encontrar genes fuera del MHC
asociados a la susceptibilidad de padecer alguna de las Ea. En uno de estos se estudian
185 familias con miembros diagnosticados con EA y utilizando de 367 a 505 marcadores

autosomicos se identifican a los siguientes cromosomas involucrados con susceptibilidad
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a desarrollar EA: 1p, 2q, 9q, 10q, 16 y 19q ; en donde el cromosoma 16q tiene el
indice de ligamiento mas alto [LOD=4.7] (219-221). En otros estudios esta misma regioén
cromosOomica (16q) se ha relacionado con susceptibilidad para desarrollar otras
espondiloartropatias (222) y en otro trabajo se le involucran con las forma mas severas
de EA (223).

Recientemente se reporta el estudio de 120 familias caucasicas, con casos multiples de
individuos afectados con alguna Ea, el andlisis de ligamiento evidencio un locus de
susceptibilidad con un LOD=5.15 en la regiéon cromosdémica 9q31-34 muy cercano al
marcador D9S1776 (224).

Es importante enfatizar que los investigadores Laval y Miceli-Richard, dos de los lideres
mas fuertes en el escaneo gendmico para las EA (221,224) concluyen que sus estudios
demuestran el fuerte ligamiento entre el HLA-B 27 y las Ea y que otros genes dentro del
MHC deben estar involucrados con la susceptibilidad a Ea, ya que el ligamiento mas
fuerte corresponde a la region del MHC (LOD=15.6).

Recientemente se reportan algunos trabajos en donde se rastrea en el genoma genes que
estén involucrados con severidad en la EA. La severidad de la enfermedad fue evaluada
con BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) que nos da la
actividad de la enfermedad y BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis Funcional Index) en
donde se evalua el dafio funcional ; para BASDAI se encontraron ligamiento para los
cromosomas. 11q, 16 q, 18p, 20q en donde el mayor ligamiento se encontrd en 18p
(LOD=4.0) y para BASFI los cromosomas son 3p, 1lp, 11q, 16p, 18p el mayor

ligamiento fue para 2q (LOD=2.9), para la edad de inici6 de la enfermedad se reporta el
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cromosoma 11p (LOD=3), concluyéndose que la severidad esta determinada por genes
fuera del MHC en donde el medio ambiente tiene también su interaccion (225-227).

Para tratar de explicar la preferencia de la enfermedad en varones y determinar la
contribucion del cromosoma X en la susceptibilidad a EA se efectiio un analisis

de ligamiento para este cromosoma en 234 pares ( paciente con EA y un hermano) en
donde se demostr6 que no existe ligamiento y la exclusion de presencia de genes en este

cromosoma que contribuyan en la susceptibilidad (228).
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V.OBJETIVOS
Planteamiento del problema y justificacion.

Las espondiloartropatias juveniles (EaJ), son un grupo de entidades nosoldgicas y
sindromes de inici6 antes de los 16 afios que comparten caracteristicas clinicas,
patologicas y genéticas comunes que las distinguen del resto de las enfermedades
reumaticas pedidtricas. Se caracterizan por inflamacion cronica de la sinovia y entesis de
las articulaciones; principalmente en extremidades inferiores de nifios y adolescentes,
desencadenada primordialmente por infecciones recurrentes de vias urinarias y gastricas.
La afectacion en columna vertebral y articulaciones sacroiliacas (SI) y/o complicaciones
extrarticular se desarrolla tiempo después del inicié de los primeros sintomas.

En caucésicos sajones se ha observado que del 3 al 21% de los pacientes con EA tienen
las primeras manifestaciones antes de los 16 afios de edad (9,10). En la poblacion mestiza
mexicana la proporcidon de pacientes con inicio en la infancia o juvenil es mayor (11). La
EA juvenil y la del adulto difieren en su forma de inicio y en ambas es mas frecuente en
varones. En nifios y adolescentes clinicamente existe afeccion periférica de articulaciones
y entesis, con baja frecuencia de participacion axial (12-17). En muchos de estos
pacientes se establecen los diagnosticos de Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ) dado que
la afeccion en columna vertebral y articulaciones sacriiliacas (SI) se presenta afios
después del inicio de la sintomatologia.

En base a los registros de Amerindios de Alaska y Canad4, se conoce que la incidencia
esde 1.44 y 2.1/ 100 000 respectivamente y 2.0 / 100 000 en los Estados Unidos
(24-26) en mestizos mexicanos su incidencia es mayor. En las pasadas décadas un

incremento en la incidencia de EaJ es notorio en las Clinicas  de Reumatologia
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Pediatrica, del 0-16% en los 70s, 31% en los 80s (27). Actualmente los registros marcan
que el radio de incidencia entre ARJ/Eal es entre 1.4/1 y 2.6/1 (28-30). Algunos de los
casos en donde se tiene un nifio diagnosticado como ARJ o AJC este podria evolucionar
en un tiempo a una EalJ indiferenciada y mas tarde a EAJ (5 a 10 afios) con lo cual la
incidencia de esta patologia se elevaria .

Debido a estas consideraciones de mayor incidencia, mas severidad y una edad de inicio
anticipada de las EaJ en la poblacion mestiza mexicana, es relevante evaluar ademas del
HLA B27 otras moléculas del MHC que pudieran asociarse al inicio temprano de la

enfermedad.

Problema.

En las formas juveniles de las Ea ;Existe la asociacion de otras moléculas del HLA

diferentes al B27 que intervengan en la edad de inici6 del padecimiento?

Hipotesis.

Las Espondiloartropatias de inici6 en la etapa adulta y las de inicio juvenil difiere en
varios aspectos como: el clinico y severidad, en las primeras existe asociaciéon con el
alelo HLA-B27, en las juveniles se presentara esta asociacion o existird la influencia de
otros genes dentro del HLA que participen en la susceptibilidad para desarrollarlas en

esta etapa de la vida.
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Objetivo General.

Determinar la asociacion de moléculas HLA clase I y II, en pacientes diagnosticados con

Eal.

Objetivos especificos.

1.

Determinar si existe asociacion con la susceptibilidad a desarrollar
Espondiloartropatias de inicid juvenil y el alelo HLA-B 27.

Determinar si existen otras moléculas del HLA clase [ y II asociadas con el inicio
juvenil de las Ea.

Determinar si existen diferencias Inmunogenéticas entre las espondiloartropatias

de inicio juvenil (EAJy Ea no diferenciadas).
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VL. MATERIALES Y METODOS.

Diseiio del estudio: Descriptivo, Transversal de Casos y Controles.

Poblacion de estudio:
Controles. Se estudiaron 99 individuos mestizos mexicanos. Todos los individuos se
analizaron desde el punto de vista clinico. Mediante historia clinica se obtuvieron datos
para establecer la no existencia de historia familiar de enfermedades autoinmunes y el
estado de salud al momento de la entrevista. Desde el punto de vista etnoldgico se
consideraron mestizos mexicanos aquellos con dos o mds generaciones nacidas en
México. Este grupo control se compar6 genéticamente con los individuos representativos
de México estudiados anteriormente, en los cuales se ha obtenido un patrén de mestizaje
de 56 % de genes Indigenas, 40 % de genes Caucésicos y 4 % de genes Negroides (229-
231).
Controles (criterios de inclusion).

1. Masculino o femenino.

2. Sin datos de enfermedades autoinmunes o infecciosas confirmados por

laboratorio y clinica.

3. Individuos mestizos mexicanos.

4. Firma de consentimiento informado.
Controles (criterios de exclusion).

1. Datos sugerentes de enfermedad autoinmune o infecciosa.

2. Antecedentes heredo-familiares de extranjeros en las dos previas generaciones.

3. No firmar carta de consentimiento.
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Criterios de seleccion de 1a muestra.
Casos ( criterios de inclusion ).
1. Masculino o femenino.
2. Tener menos de 16 afos al momento del diagndstico de alguna
Espondiloartropatia.
3. Diagnostico de Ea, lo establecieron médicos especialistas en la Unidad de
Reumatologia del Hospital General de México.
4. Ser mestizo mexicano con dos o mas generaciones nacidas en México.
5. Firma de consentimiento informado de los padres.
Casos (criterios de exclusion) .
1. Tener mas de 16 anos al momento del diagnostico.
2. Diagnostico dudoso de Espondiloartropatia .

3. Antecedentes heredo-familiares de extranjeros en las dos previas generaciones.

ANALISIS ESTADISTICO.

El conteo de individuos positivos para un alelo se realizo manualmente para obtener las
frecuencias antigénicas [que es la proporcion de sujetos del total que son portadores de un
determinado antigeno] (232),

Las diferencias entre los grupos se analizaron por medio de tablas de contingencia de 2 x
2 y la prueba de Chi-cuadrada. Se consideraron estadisticamente significativos aquellos
valores de p menores a 0.05 con la correccion de Yates y la prueba exacta de Fisher en
caso de que uno de los valores de alguna casilla de la tabla de contingencia de 2x2, fuera

menor a 5. Estos célculos se realizaron con el programa estadistico EPINFO v. 5.0. Lap
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se corrigiod por el método de Bonferroni, multiplicando el valor de p por el nimero de
comparaciones de cada locus. La fuerza de la asociacion fue estimada mediante el calculo
de la razén de momios con un intervalo de confianza de 95 %.

El calcul6 de frecuencias génicas se realizo ademas mediante el programa estadistico

ARLEQUIN v 1.1. [http://anthro.unige.ch/arlequin software] (233).

Consideraciones éticas.

Durante la entrevista se explico a los padres con detenimiento todos los aspectos del
estudio asi como los riesgos de una toma de muestra sanguinea de 3 ml. No se ejercid
ninguna presion sobre los padres y solamente se incluyeron en el estudio tras la firma de
una carta de consentimiento informado. Por otro lado cuando se detectdé un probable
control se procedié de la misma forma que con los pacientes. El formato de cartas de

consentimiento para pacientes y controles se muestra en el ANEXO L.

Procedimiento.

Para conocer la asociacion de los genes de clase I y II del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) con la susceptibilidad a las Espondiloartropias (Ea) y los
patrones de desequilibrio génico en los pacientes, se realizd un estudio transversal de
casos y controles.

Todos los individuos incluidos en el estudio firmaron una carta de consentimiento donde
se informo con detalle la finalidad del estudio, asi como los riesgos de una veno-puncion.
Se tomaron de 3 a 5 ml de sangre periférica y se anti-coagularon con EDTA.

Posteriormente se procedi6 a la extraccion del DNA gendmico por el método de salting-
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out, obteniendo una cantidad considerable de DNA la cual se congel6 a —70 ° C hasta su

analisis.

RECEPCION DE MUESTRAS:
CARACTERISTICAS:
e Sangre periférica de 3 a 5 ml en jeringa o vacutainer, usando como
anticoagulante EDTA.
e Las muestras coaguladas, seran excluidas.
e Registro de muestras: Se llevard un registro de las muestras, donde se anotara:

Nombre, Direccion, teléfono, edad, sexo, procedencia, diagnostico, fecha.

AISLAMIENTO DE DNA.

El DNA genomico, se obtiene de leucocitos de sangre periférica utilizando un kit
comercial (Roche Molecular Systems) basado en una extraccion salina [salting-out]
(234).

El aislamiento de DNA, se inicia con una separacion de leucocitos para ello se realiza
una lisis selectiva de eritrocitos y después un tratamiento con un detergente anionico
fuerte que lisa los leucocitos, las proteinas son removidas por deshidratacion y

precipitacion. EI DNA es recuperado por precipitacion con etanol.
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TABLA DE VOLUMENES.

SANGRE BLR* : BLW** : Reactivo Volumen
SANGRE ml SANGRE ml Precipitante Resuspender
1-<2 3:1 1.0 0.520 200 pl
2-<3 3:1 1.0 0.520 200
3-<4 3:1 1.5 0.780 400
4-5 3:1 2.5 1.3 400

Buffer Lisis Rojos- BLR

Buffer Lisis White- BLW

Adicionar para el volumen de sangre el volumen correspondiente del BLR, de
acuerdo a la tabla mezclar cuidadosamente por inversion por espacio de 10 min.
Centrifugar a 2000 rpm X 10 min (cuidado de no incrementar rpm).

Decantar cuidadosamente, el boton debe quedar blanco. Si acaso no quedara
repetir los dos pasos anteriores, pero incrementar la mezcla por inversion a 15
min.

El boton blanco se resuspende por medio de vortex, este pasé facilita la lisis de
células blanco, la formacion de aglomerados evitaran lisis completa.

Adicionar el volumen correspondiente de BLW, mezclar vigorosamente por
medio de vortex 1 min. Existe un pasé opcional de incubar a 370C de 15-30 min.,
para potenciar la lisis de blancos. Si se estan utilizando tubos de 25 6 50 ml.

Transferir a tubos eppendorf.
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Adicionar el volumen correspondiente de solucién precipitante de proteinas,
agitar cada muestra vigorosamente un minimo de 25 seg. Esto es necesario para
una remocion efectiva de las proteinas de la muestra, utilizando un vortex.
Centrifugar a 10 000 rpm por 10 min. (Si se utilizan menos revoluciones las
proteinas no precipitan) Y se tendrd proteinas acuosas las cuales seran muy
dificiles de separar.

El sobrenadante contiene el DNA, por lo cual se debe transferir a un tubo limpio,
Adicionar dos volumenes de etanol al 100% al volumen del sobrenadante debe
estar frio.

Mezclar por inversion las hebras de DNA empezaran a precipitar. centrifugar a
10 000 rpm por 5 min decantar.

Adicionar al pellet 2 ml. De etanol al 70% frio, para lavar y muy suavemente
mezclar, por inversion centrifugar a 10 000 rpm por 5 min.

Secar el DNA, sin calentar.

Resuspender el DNA en el volumen correspondiente en TE, incubar a 65°C de
30 a 60 min periodicamente agitar la muestra.

Almacenar las muestras a 4°C.

CUANTIFICACION DE DNA.

Tomar una alicuota de 5 pl del DNA perfectamente disuelto, en un tubo limpio el

cual contenga 495pul de agua homogenizar y leer la Densidad Optica (DO) a 260
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para medir concentracion, el coeficiente de las lecturas 260/280 nos da la pureza

de la muestra y no debe sobrepasar del 1.7-1.9, para ser aceptable.
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DETERMINACION DE ANTIGENOS HLA clase I y II PCR- SSP.

El método se basa en una reacciéon de PCR, el cudl provee de una resolucion de baja a
media para antigenos HLA, clase I A, B y C y/o clase II DR y/o DQp. Este método
comercial de PEL-FREEZ SSP Uni-Trays, consiste de varias formulaciones de una
mezcla de sondas (primers) que son usados para amplificar el DNA genémico, definiendo
grupos especificos de alelos. Para ello se utiliza una placa térmica de 96 pozos, el DNA
por analizar se mezcla con un buffer de reaccion y enzima Taq-Pol y es adicionado a la
placa que viene previamente cargada con los primer, inmediatamente se amplifica
mediante el uso de un termociclador, los productos de la PCR son analizados mediante
electroforesis de un gel de agarosa al 2% vy tefiidda con Bromuro de Etidio, se observa el
patron de bandas del producto amplificado para cada uno de los pozos mediante un

fotodocumentador para asignar los alelos correspondientes.

El método de SSP se basa en la amplificacion con sondas de secuencia especificas
(sequence specific primer), que previamente han sido publicados. El grupo del primer
amplifica los alelos descritos por la WHO [Comité Internacional de Nomenclatura] (235-

239).
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DESCRIPCION DEL METODO.

Requerimientos de la muestra.

e El DNA a determinar debe estar soluble en buffer TE o agua estéril, su

concentracion debe estar en el rango de 100-125 ng/ul, 100ul en total.

e Las muestras de sangre deben tomarse con el anticoagulante EDTA o ACD, las

muestras heparinizadas no deben ser usadas ya que inhiben la amplificacion del

DNA.

e La calidad del DNA es critico para el andlisis y debe tener las siguientes

caracteristicas: La relacion D.O. 260/280 debe estar en el rango 1.7 — 1.9.

PARAMETROS DE AMPLIFICACION.

Paso 1 No. de ciclos 1 96°C X 1min
Paso 2 No. de ciclos 5 96°C X 25seg
70°C X 50 seg.

72°C X 45 seg.

Paso 3 No. de ciclos 21 96°C X 25seg.
65°C X 50 seg.

72°C X 45 seg.

Paso 4 No. de ciclos 4 96°C X 25seg.
55°C X 60 seg.
72°C X 120 seg
Hold 4°C Toda la noche

Vol. total = 23l
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PROCEDIMIENTO.

La placa comercial de pel-freez se descongelada, la bolsa de papel aluminio que
la cubre debe cortarse cuidadosamente para evitar derrames y se procede a
identificarla segiin sea el caso, la remocion de la placa adhesiva es muy
lentamente de derecha a izquierda, en el lugar en el que destinado para PCR.

La enzima Taq DNA polimerasa debe también descongelarse y mantenerse en una
charola con hielo en el area de PCR.

El vial que contiene el buffer para PCR, también debe descongelarse y es uno
para cada prueba y contiene 580ul en total.

En el area de PCR se procede adicionarle al vial del buffer 268ul de agua Q.P.
estéril y 9.3ul de Taq Polimerasa, mezclar en vortex suavemente. Tomar 8ul y
sembrarlos en el pozo control.

Adicionar 80ul del DNA problema con una concentracion de 100-125 ng/ul y
agitar muy suavemente.

Sembrar 8ul de la mezcla anterior en cada pozo a excepcion del pozo control.
Tapar cuidadosamente y correr la PCR

Poner la placa Smin en refrigeracion para que la parafina solidifique

Preparar un gel de agarosa al 2% (80 ml) en TBE 0.5X y Br-Et (2l por cada 100
de agarosa).

Cargar el noveno pozo con 4ul del marcador de peso molecular 20-200pb).

Usando un pipeta de 8 canales transferir 8ul del buffer de carga a cada pozo.
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e Transferir 14pl del producto de PCR- buffer de carga en el gel iniciado con A-1
hasta A-12.
e La electroforesis se corre a 70 volts por 22 min.
El gel de agarosa es analizado por medio de un fotodocumentador. Se asigna un
determinado alelo si su patrén de bandas coincide con las dadas por el fabricante.

En el anexo II se muestra la foto de un gel de uno de los pacientes.

60



VII. RESULTADOS.

Se diagnosticaron 66 pacientes consecutivos pertenecientes a la consulta de
Reumatologia Pediatrica del Hospital General de México SSa con Espondiloartropatia

Juvenil (EaJ) ,

De los cuales 52 pacientes, eran varones y 14 nifas (78% y 22% respectivamente), la
edad promedio de inicio fue de 12.38 afios (en un intervalo de 5 a 15 afos). Al dividir el
grupo de pacientes segun su cuadro clinico; 45 de ellos llenaban los criterios de inclusion
para Espondilitis Anquilosante (EA), de estos fueron 37 varones y 8 nifias con una edad
promedio de 12.4 afios. El resto de pacientes que suman 21 fueron diagnosticados con
una Espondiloartropatia no diferenciada (Ea no-dif), 15 de estos fueron varones y 6
nifas.

En la Tabla 2, se muestran las frecuencias génicas de alelos del locus HLA- A en el grupo
de pacientes con EaJ y el grupo control. Al compararse las frecuencias de ambos grupos
encontramos algunas diferencias significativas en los alelos HLA-A1 (pacientes 1% vs

controles 7.5% ) y HLA- A 3 (pacientes 0.5% vs controles 6 % ), con una p< 0.05.

Estas diferencias entre el grupo control y los pacientes, podrian ser debidas a una mayor
prevalencia de genes de origen caucasico en el grupo control que en el grupo de

pacientes.

En la Tabla 3, se muestran las frecuencias génicas de alelos del locus HLA-B en el grupo
de pacientes con Eal y el grupo control. Cuando comparamos las frecuencias de ambos

grupos encontramos diferencias significativas con los alelos HLA- B 7, B 14, B 44
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(p<0.05). En el grupo total de pacientes se encuentra que estas frecuencias estan

disminuidas con respecto a los controles.

Para el alelo HLA-B 27 encontramos en los pacientes una frecuencia génica elevada
del 52% y para los controles del 2%, que al compararse tiene una elevada significancia

estadistica (pC<10~, RR=53.0, FE=51%)),.

La frecuencia de la molécula HLA-B 15 se encuentra incrementado en los pacientes al

compararse con el control (14% y 6%), sin embargo esta diferencia no llega a tener una
p significativa.

Para genes clase II en especial DR, la Unica diferencia significativa (p<0.05) que se
encontrd al comparar el grupo de pacientes con el control es el HLA-DR 5 (pacientes 5%

y controles 12 % ) y una diferencia no significativa para el DR 1.

El grupo total de enfermos con Eal (66 nifios) fueron divididos segtin su cuadro clinico
para buscar si hay diferencias entre las espondiloartropatias. 40 de estos pacientes

llenaban los criterios de inclusion para EAJ y 26 para Ea no diferenciada.

En las Tablas 5, 6 y 7 se muestran las frecuencias génicas de los subgrupos de pacientes

comparados con el grupo control.

En la Tabla 5, al dividir el grupo de enfermos segun su cuadro clinico y compararlos
entre si no encontramos la existencia de ninguna diferencia significativa para cada uno de

los alelos del locus HLA-A.

Para el Locus HLA-B (Tabla 6), al subdividirse las espondiloartropatias en EA y Ea no

diferenciadas, el alelo B 7 perdi6 significancia estadistica al compararse con el control.
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Los alelos B 44 y B 14 mantienen su p significativa (p<0.05), en el subgrupo de EAJ, lo

cual no sucede con las espondiloartropatias no diferenciadas

Para el alelo B15 al comparar las EAJ y el control (13% y 6% respectivamente) esta
diferencia no llega a ser estadisticamente significativa, de igual forma sucede con las Ea

no diferenciada .

El alelo B 27 sigue siendo el mas frecuente entre los dos grupos de Espodiloartropatias.
Para EAJ la frecuencia génica fue de 57% y un poco menor para las no-

diferenciadas ( 42 %).

Es interesante mencionar que el alelo B 35 cuya frecuencia génica en el grupo control es

de 13% al compararse con el subgrupo de pacientes con EAJ ( 8%) y las no diferenciadas
(18.3%)

En la Tabla 7 se muestran las comparaciones del locus HLA-DR para los subgrupos, para
el alelo DR 5 la diferencia sigue permaneciendo significativa para los pacientes con EAJ
(5.7%) pero no para los de la forma no-diferenciada (4.8 %) al compararse con el control
(12%).

En la Tabla 8. Se hace un resumen de la distribucion de alelos mas relevantes para los
subgrupos de pacientes (EAJ y Ea no-diferenciadas). Es muy notoria la elevada
frecuencia que tiene el HLA B 27 en el grupo total de enfermos (pC<10~, RR=53.0,
FE=51%), al subdividirse el grupo en pacientes con EA es un poco mas elevada
(pC<10~, RR=67.42, AF=57%) que las formas no diferenciadas de las Ea (pC<10~,

RR=35.77,AF=41%).
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Los alelos HLA- B 15 y HLA-DR 1 se vieron incrementados pero sin llegar a ser
significativos.
En contraste, la frecuencia de HLA B 44 y B14 se encontraron disminuidas con respecto

al control y existe una probable asociacion negativa con HLA- DR 5 (p<0.05).
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1. DISCUSION.

La asociacion mas fuerte entre enfermedad y un alelo del MHC sin duda es la
Espondilitis Anquilosante (EA) y el antigeno HLA-B27. Sin embargo so6lo el 2% de los
individuos que portan en su genoma el B27 desarrollan la enfermedad. Ademas existe
una proporcion de pacientes que desarrollan EA o alguna otra espondiloartropatia que son
negativos para el HLA B27, sugiriendo que otros genes dentro del MHC pueden estar
involucrados en la susceptibilidad de desarrollar alguna de las entidades nosologicas que
se agrupan en las espondiloartropatias (227).

Estudios epidemiologicos y clinicos recientes reportan en los cuales incremento en la
prevalencia de las espondiloartropatias de inicio juvenil en México y otros paises
subdesarrollados (India y Norte de Africa) que en aquellas naciones de Europa y
Norteamérica (1). En estos paises subdesarrollados, los cuadros clinicos se presentan
tempranamente durante la infancia y son mas severos e incapacitantes lo que conlleva a
la pérdida de la calidad de vida de estos pacientes (36). Son escasos los estudios que
evaluan la relacion entre los pacientes con Espondiloartropatias de inici6 juvenil (Eal) y
el MHC vy la influencia de estos genes en el desarrollo temprano de la enfermedad (119,
195).

El estudio de otros genes clase [ y I del MHC en una poblacién mestiza mexicana con
un inicio juvenil de las Ea, representa un modelo excelente de evaluacion de la
participacion de estos genes en la predisposicion genética al desarrollo temprano de la
enfermedad en una poblacion en donde un incremento en la incidencia de Eal es notorio

en las Clinicas de Reumatologia Pediatrica (28-30).
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De los resultados presentados en esta tesis, es relevante la fuerte asociacion del alelo
HLA- B 27 en el grupo total de Espondiloartropatias de inicio juvenil

(pC<10~, RR=53.0, FE=51%), de igual que para la forma clinica no-diferenciada de la
enfermedad. Siendo un poco mas elevada en la EAJ (pC<10~, RR=67.42, AF=57%) que
las formas no diferenciadas de las Ea (pC<10'3, RR=35.77,AF=41%).

Los pacientes que inician sus sintomas en la infancia tienen cambios de patron de la
enfermedad a través del tiempo lo cual hace dificil su diagnostico; de un episodio de
oligoartritis en algunos pacientes a una forma mas compleja de la enfermedad con
inclusion de inflamacién y cambios estructurales que dirigen a manifestacion axial,
periférica y extra-articular con episodios de la enfermedad activa en donde suceden los
cambios estructurales con perdida de la funcionalidad. Del inicio de una sintomatologia
de oligoartritis a la presentacion de cambios estructurales pueden transcurrir de tres a
cinco afos, en donde el paciente es diagnosticado con Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ)
o Artritis Cronica Juvenil. Resulta importante para este tipo de pacientes con oligoartriris
su tipificacion, ya que al ser HLA-B27 + lo predispone a desarrollar una Eal, en un
periodo de tiempo determinado, como sucedié en mas 5 pacientes de esta muestra.
También algunos pacientes son diagnosticados con una EaJ no diferenciada
posteriormente pasan a desarrollar una EAJ al tener en su genoma HLA-B 27

(4 pacientes de nuestra muestra).

Hipotéticamente el aumento en la frecuencia de las Ea de inicio juvenil en ciudades
subdesarrolladas resulta de la gran incidencia de infecciones por bacterias artritogenicas
en la infancia. Los episodios recurrentes y severos con bacterias como: Salmonella,

Shigella, Escherichia y con menor frecuencia Yersinia enteritis en nifios portando en su
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genoma HLA-B27+ (y también en los HLA B 27 negativos) pueden desencadenar
episodios de artritis entesitis y la progresion a las formas severas y definitivas EaJ (230).
Es frecuente que la poblacion infantil mestiza mexicana, este sometida a retos
antigénicos con microorganismos potencialmente artritogénicos como los antes citados
que pudieran ser los detonantes en aquellos que portan en su genoma HLA B27 y/o
otros genes del MHC atn por definir para el desarrollo de una Ea y de esta manera
incrementar la incidencia de estas patologias y la severidad de los cuadros clinicos y
posteriormente la incapacitacion en la adolescencia.

Para algunas enfermedades complejas como lo son las Ea, examinar el fenotipo refleja el
proceso de la enfermedad y facilita la identificacion de los genes que influyen la
susceptibilidad genética o patogénesis, es por ello que al tener una mejor definicidon en
los cuadros clinicos de los pacientes con EalJ nos llevara al reconocimiento de los genes
de susceptibilidad.

En la poblacion juvenil también existe un incremento discreto en la frecuencia génica del
alelo HLA-B15 en el grupo total de pacientes y en especial en las EAJ (control 6%, EAJ
13%), sin embargo esta diferencia no llega a ser estadisticamente significativa.

Esta asociacion ya habia sido reportada por Mielants (241) para la forma clinica no
diferenciada de las Ea y en pacientes con EA que fueran HLA-B27 negativos, asociado a
lesiones en colon e ileum en pacientes adultos. Nuestros pacientes juveniles no tienen
lesiones géstricas y lo que es interesante distinguir es la presencia de B15 y B 27 juntos
en 7 de los 10 paciente diagnosticados con EAJ todos ellos varones.

Para la forma clinica no diferenciada 2 de 4 pacientes que eran B15 también eran B27.
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Para establecer una correlacion sinérgica entre estos dos marcadores seria necesario hacer
una genotipificacion con técnicas de alta resolucion de los subtipos de B15 para
identificar si en alguno de ellos, en su molécula existen Glu* y Cys ®” que en el caso
de la molécula B27 confieran mayor susceptibilidad, para de esta manera influir en la
edad de inici6 de la enfermedad.

En poblacion adulta se reporto la asociacion del B15 con la susceptibilidad al desarrollo
de las Espondiloartropatias (la frecuencia génica en pacientes 11% y control 6%,
p<0.05), en estos pacientes no se correlaciono la presencia de ambos alelos con una
mayor susceptibilidad (195).

El alelo HLA- B39 tiene mucha similitud con B27, en especial comparten el pocket B
que incluye Glu ** y Cys ', y que esta comprobado por diferentes estudios su importancia
en artritogenicidad. Los alelos B*3901 y B*3909, especialmente comparten el mismo
repertorio de péptidos que B27 lo podria conferirles un papel en la patogénesis de las Ea
(178,179,232). En japoneses con EAJ y HLA-B 27 negativos, se reporta una asociacion
fuerte con B39 (190).

En nuestra poblacion la frecuencia génica de B39 en controles y enfermos es similar
(11% y 13% respectivamente), pero hay un hecho que llama la atencién, de los 10
pacientes con EAJ y B39 positivo, siete de ellos ademds eran B27 positivos y lo mas
interesante todos estos pacientes iniciaron sintomas entre los 5 y 7 afios. Por lo cual
podriamos pensar el alelo B39 acompafiados del B27 confieren una mayor
susceptibilidad de desarrollar EA en etapas mas tempranas de la vida y esto adicionado
con el constante reto antigénico podria ser determinante en el incremento de las

espondiloartropatias, lo cual también podria aplicarse para el caso de HLA- B15.
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El alelo B 35 fue reportado asociado con EA en estudios familiares (190). En nuestra
muestra la frecuencia génica del grupo total de Ea es muy similar al del control (11% y
13% respectivamente), pero al subdividir el grupo, en los pacientes con EAJ la
frecuencia es de 8% contra un 18% de la forma clinica no diferenciada. El1 B35 de estos
sujetos siempre se presento con los alelos B27 y B15, de alguna manera este alelo
acompafiado de un alelo de riesgo podria dirigir la enfermedad a una forma clinica
indiferenciada y una edad de inicio mas retardada.

Es mas que evidente la existencia de otros genes no B 27 que influyen en la
susceptibilidad y las manifestaciones clinicas en EaJ pero para identificarlos y esclarecer
su participacion es necesario estudios muy amplios y técnicas moleculares de alta
resolucion acompaniados de diagnosticos certeros entre el grupo de pacientes.

Los alelos B 44 y B14 se encontraron disminuidos en nuestra poblacion de enfermos al
compararse con los controles lo cual podria tratarse de un efecto protector en el desarrollo
de las Ea. Al analizar a los pacientes con EAJ encontramos un haplotipo con B 44 y otro
con B14 acompafiados del B27 para la forma clinica no diferenciada, B14 y B27
estuvieron juntos B 44 con B 39, lo que es interesante destacar es que estos cuatro
pacientes iniciaron sus sintomas entre a 15 afios y 16 afios, lo cual pareceria indicar que
estos alelos podrian retardar el inicié de la enfermedad.

En el analisis de moléculas clase II, encontramos una disminucion en la frecuencia génica
del DR 1 al compararse con el grupo control , en un estudio reciente con pacientes con Ea
de inicio en la vida adulta (195), se report6 una asociacidn positiva para este alelo con un

Riesgo Relativo alto (3.3), lo cual podria traducirse en que este HLA-DR 1 solo esta
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asociado con la enfermedad en su inici6 en la vida adulta y no en la forma juvenil como
se corrobora en este estudio.

El DR 5 se encuentra también disminuido en nuestra poblacién enferma sin embargo
ninguna tendencia encontramos de acuerdo a un determinado haplotipo o edad de inicio.
Existen dos reportes en la literatura médica (119,195) que reportan una asociacion del
HLA-DRB1*08 en poblacion juvenil con EA caucédsicos y mestizos mexicanos, estos
hallazgos no son corroborados en nuestra poblacion estudiada, las frecuencias génicas
entre los controles y los pacientes (18% y 22% respectivamente) fue muy cercana.

Es sin duda el HLA-B 27 un factor predisponerte en la susceptibilidad al desarrollo de la
espondiloartropatias en especial de la Espondilitis Anquilosante, en esta poblacion y en
otros grupos €tnicos sin embargo la presencia de otros alelos como el B 15 y B 39
pueden influir en el desarrollo temprano de la enfermedad , en el caso del alelo B 35
cuando se encuentra conjuntamente con el B27 podria dirigir al desarrollo de una forma
clinica indiferenciada de las Ea. Sin embargo para poder constatar estos hallazgos es
necesario efectuar el estudio en familias y el uso de técnicas de alta resolucion para el
analisis de los subtipos de los alelos implicados.

En los ultimos cinco afios, la aplicacion de estudios de escaneo genomico (Whole
genoma scan) en familias muy extensas marca la asociacion y el ligamiento muy fuerte
de genes del MHC con la EA y en general en todas las Ea con la susceptibilidad para
desarrollar estos sindromes pero también se marca la existencia de otros genes dentro y
fuera del MHC que participan en la susceptibilidad y severidad de estas. Por otra parte el
uso de la bioinformatica para analizar diversos péptidos derivados de patdgenos

potencialmente artritogénicos y el entendimiento de los mecanismos por los cuales
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contribuye el B27 en la patogénesis de las Ea, nos llevaran en poco tiempo al desarrollo
de nuevos tratamientos mas eficaces, pero principalmente plantear las estrategias

preventivas en los pacientes que tienen los marcadores de susceptibilidad.

71



IX CONCLUSIONES.

Desde los primeros trabajos en donde se describe la asociacion de HLA-B27 y la
Espondilitis Anquilosante han transcurrido tres décadas. En los ultimos afios el estudio
de animales transgénicos para la molécula B27, reconocen que esta molécula tiene el
papel central en la patologia de la enfermedad con un medio ambiente contribuyente.

A través del uso de técnicas moleculares y la bioinformaética se ha analizado el papel de
probables péptidos artritogénicos derivados de patdgenos y los mecanismos por los
cuales se incrementa y afecta la respuesta inmune.

El andlisis de las espondiloartropatias juveniles en poblacion mestizos mexicanos, en
donde las estadisticas denotan un incremento en su incidencia, el alelo HLA-B27 tiene
una notable asociacion en la poblacién con EAJ y un poco menor para las Ea no-
diferenciadas, es también interesante al andlisis de la poblacion encontrando que otros
alelos como el B 39 puedan tener un efecto en la edad de inicio de los primeros sintomas
presentandose entre los 5 y 7 afios y alelos como el B44 y B14 hasta la adolescencia
cuando estan juntos en un mismo genoma con el B27.

El caracter oligogénico de las Espondiloartropatias, considera que deben existir un
maximo de cinco genes involucrados en susceptibilidad, uno de ellos es el HLA-B27
probablemente otro de los genes pueda ser el otro alelo B que interaccione con el B27
confiriendo una mayor susceptibilidad en el desarrollo de la enfermedad para que los
primeros sintomas se presenten mas tempranamente durante la vida sin dejar de

mencionar un medio ambiente descencadenante.
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TABLA 1. ESPECTRO CLINICO DE LAS ESPONDILOARTROPATIAS DE INICIO

JUVENIL.
ESPONDILOARTRIPATIA RASGOS CLINICOS
Artritis aislada = Usualmente oligoarticular afecta <5
articulaciones de las extremidades
inferiores, preferentemente en rodilla.
Entesitis aislada = Se presenta en uno o varios sitos de los
miembros inferiores (fascia plantar, el
tendon de Aquiles en el calcaneo, la
tuberosidad anterior de la tibia, el
trocanter mayor y el tarso son las mas
afectadas.
Sindrome de SEA = Entesopatia y Artropatia
= Factor Reumatoide y Anticuerpos-
antinucleo negativos
=  Predominantemente afecta el pie
=  Progreso de oligo a poliartritis
=  Frecuentemente presencia de HLA-B27
Eal =  Sindrome de SEA
= Oligoartritis de miembros inferiores en los
primeros 6 meses, progresando a poliartritis
en un lapso de 12 meses después del inicio.
= Osteopenia generalizada y disminucion de los
espacios articulares, progresion de la
anquilosis ( tarso preferentemente).
= Dolor persistente y/o rigidez sacroiliaca,
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lumbar y con menos frecuencia crestas iliacas,
y se limita la expansion del torax.

En el 15% de los pacientes existe
involucramiento axial tempranamente

En el 5-10% de los pacientes tienen sintomas
constitutivos de enfermedad activa (Fiebre,
pérdida de peso, debilidad y artropatia, fatiga,
nédulos linfaticos enlargement, leucocitosis y

anemia.

APs]

= Inicia frecuentemente con
oligoartritis mas frecuentemente de
rodilla , ankles , pie y mano
progresando a  poliartritis  en
extremidades inferiores.

= Cambios radiograficos usualmente
consistentes con  osteopatia y
estrechamiento de los espacios
articulares.

=  Sacroiliitis y sintomas axiales solo
en algunos casos.

=  Entesitis afecta the lower limb

=  Asociado con HLA-B27

IBD asociada EaJ

= Artritis periférica que coincide con
sintomas gastrointestinales

=  Evoluciona a EAJ.
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ARe

Inicia con un infeccion bacterial
gastrointestinal o genitourinario para
en un lapso promedio de 4 semanas
desarrollas Oligoartritis y entesitis de
las extremidades inferiores.

Alta prevalencia de HLA B-27.
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LOCUS GRUPO GRUPO
HLA-A¥* PACIENTES EaJ CONTROL
JUVENIL N=99
N=66
01 0.01 * 0.075
02 0.40 0.340
03 0.005 * 0.060
23 0.02 0.015
24 0.15 0.146
26 0.03 0.045
66 0.005 0
11 0.06 0.045
68 0.16 0.21
69 0 0.045
29 0.035 0
30 0.035 0.023
31 0.133 0.071
32 0.015 0.025
33 0.005 0.025
74 0.005 0
*=p <0.05
*% =pc <0.05

Tabla 2. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-A, en pacientes con EalJ y los

controles sanos.
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LOCUS GRUPO GRUPO
HLA-B PACIENTES EaJ CONTROL
JUVENIL N=99
N=66
51 0.05 0.070
52 0.015 0.020
07 0.015 * 0.060
08 0.005 0.035
44 0.015 * 0.080
45 0 0.005
13 0.005 0.020
14 0.015 * 0.070
15 0.14 0.060
38 0 0.010
39 0.11 0.136
57 0.005 0.015
18 0 0.035
55 0 0.005
27 0.52 ** 0.020
35 0.11 0.131
37 0.005 0.005
40 0.015 0.101
47 0.005 0
48 0.02 0.010
53 0.005 0
*=p <0.05
** =pc <0.05

Tabla 3. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-B en pacientes con Eal y controles

Sanos.
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LOCUS GRUPO GRUPO
HLA DRBI1 PACIENTES EaJ CONTROL
JUVENIL N=99
N=66
01 0.11 0.05
02 0.05 0.09
03 0.05 0.05
04 0.25 0.27
05 0.05 * 0.12
06 0.27 0.19
07 0.04 0.11
08 0.22 0.18
09 0 0.01
10 0 0.005
*=p <0.05
** =pc <0.05

Tabla 4. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-DR en pacientes con EalJ y

controles sanos.
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LOCUS EA Ea- no dif CONTROL
HLA-A JUVENIL JUVENIL N=99
N=45 N=21

01 0.025 0 0.075
02 0.37 0.48 0.340
03 0 0.02 0.060
23 0.01 0.04 0.015
24 0.16 0.14 0.146
26 0.025 0.04 0.045
66 0 0.02 0
11 0.06 0.06 0.045
68 0.16 0.17 0.21
69 0 0 0.045
29 0.04 0.04 0
30 0.05 0.02 0.023
31 0.16 0.10 0.071
32 0.02 0 0.025
33 0 0.02 0.025
74 0.01 0 0

TABLA 5. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-A, en pacientes con EAJ y

Ea no dif comparados con el grupo control sanos.
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LOCUS EA Ea no dif CONTROL
HLA-B JUVENIL JUVENIL N=99
N=45 N=21
51 0.08 0.02 0.70
52 0.02 0 0.020
07 0.01 0.02 0.060
08 0.01 0 0.035
44 0.01 * 0.02 0.080
45 0 0 0.005
13 0.01 0 0.020
14 0.01 * 0.02 0.070
15 0.13 0.076 0.060
38 0 0 0.010
39 0.12 0.10 0.136
57 0 0.02 0.015
18 0 0 0.035
55 0 0 0.005
27 0.57 ** 0.42 ** 0.020
35 0.08 0.183 0.131
37 0.01 0 0.005
40 0.01 0.02 0.101
47 0.01 0 0
48 0.01 0.06 0.010
53 0.01 0 0
*=p <0.05
*% =pc < 0.05

TABLA 6. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-B, en pacientes con EAJ y

Ea no dif comparados con el grupo control sano.
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LOCUS EA Ea no dif CONTROL
HLA-DRBI1 JUVENIL JUVENIL N=99
N=45 N=21

01 0.092 0.127 0.05
02 0.05 0.10 0.09
03 0.05 0.06 0.05
04 0.30 0.16 0.27
05 0.057 * 0.048 0.12
06 0.28 0.29 0.19
07 0.04 0.06 0.11
08 0.28 0.20 0.18
09 0 0 0.01
10 0 0 0.005

*=p <0.05

*% =pc <0.05

TABLA 7. Frecuencias génicas de alelos del locus HLA-DRB 1, en pacientes con EAJ y

Ea no dif comparados con el grupo control sano.
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ALELO EAJ Ea no diferenciada Total Control Sanos
n=45 n=21 n=66 n=99
n (fg) n(fg) n(fg) n(fg)

B 27 37 (0.578)* 14 (0.422)* 51 (0.520)* 4 (0.020)
RR=67.42 RR=35.77 RR=53
FE=57% FE=41% FE=51%

B 15 10 (0.130) 4 (0.096) 14 (0.140) 12 (0.060)

B44 1 (0.011)* 1(0.023) 2 (0.015)* 16 (0.080)
RR=0.13 RR=0.17

B14 1(0.011) 1(0.023) 2 (0.015)* 14 (0.070)

RR=10.20
DR 1 8 (0.092) 5(0.127) 13 (0.110) 10 (0.050)
DR 5 5(0.057)* 2 (0.048) 7 (0.05)* 23 (0.120)

*pC<0.05 versus grupo Control
*p <0.05 versus grupo Control
RR= Riesgo relativo

AF = Fraccion Etiologica (%).

TABLA 8. Alelos relevantes del HLA clase [ y II en los subgrupos de pacientes,
comparadas con el grupo control.
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XII. ANEXOS
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ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION

Lugar y Fecha:

Por medio de la presente autorizo
que mi

Participe en el proyecto de investigacién titulado:

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud con el niimero:

El objetivo del estudio es:

Se me ha explicado que mi participacion consistira en:

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion o con mi tratamiento (en caso de que el proyecto modifique o interfiera con el
tratamiento habitual del paciente el investigador se compromete a dar informaciéon oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento)

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que leo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran manejados
en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se
obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia de mi
representado(a) en el mismo.

Nombre y firma de ambos padres o Tutores o el representante legal.

Testigos:
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