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Inmunogenética en medicina clinica

Parte III. Asociacion HLA-Enfermedad

Gloria de Egea, Eduardo Egea, Marcela Salazar, Antonio Iglesias,

Juan Yunis, Scarlet Lechin, Ivan Yunis, Edmond J. Yunis

Debido a la importancia que tiene el Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH) en el con-
trol genético de larespuesta inmunitaria y por ende
en la homeostasis de la inmunorregulacién, una
vez aclarados los mecanismos genéticos subya-
centes a la expresion de las moléculas de clase I y
I, la investigacion se dirigio al estudio de la aso-
ciacidon sistema HLA-enfermedad.

Cualquier alteracion, bien sea por exceso o por
defecto, en la expresion de las moléculas de clase I
y II tiene importantes consecuencias en el tipo de
respuesta inmune producida por el individuo y en
la asociacidn de dicha respuesta con determinadas
enfermedades. Para analizar los grados de asocia-
cién entre determinados marcadores genéticos y la
susceptibilidad a presentar una determinada enfer-
medad, se han utilizado los siguientes métodos
epidemiologicos: a) Estudio de la probabilidad o
riesgo de padecer la enfermedad portando un alelo
especifico en un sistema polimérfico. b) Determi-
nacion del riesgo relativo, para lo cual se calcula el
riesgo de padecer una enfermedad en una pobla-
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cién de sujetos que expresan un marcador en rela-
ciéon con el riesgo en una poblacidén control, c)
Comparacion de los marcadores de un individuo
que tiene un haplotipo determinado con los marca-
dores de los mismos haplotipos de sujetos norma-
les. d) Estudio delos haplotipos extendidos de indi-
viduos con una determinada enfermedad y los de
su familia y compracion con los haplotipos exten-
didos de familias sanas.

Los primeros estudios acerca de la asociacién
HLA-enfermedad fueron llevados a cabo por Lilly
en ratones en 1964 (1), con la demostracion del
papel del CMH en un tipo de leucemia inducida
por virus. Tres afios més tarde Amiel (2) analizd la
asociacion del CMH con la enfermedad de Hodg-
kin. En 1973, fue informada la asociacion entre
espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-B27
(3) y desde entonces se ha podido demostrar la
asociacién de un gran numero de patologias en el
ser humano con el CMH. A pesar de que existe un
numero de enfermedades en las cuales se encuen-
tran alelos especificos de varios loci del CMH, és-
tos se expresan también en individuos normales.
A partir del V Taller Internacional de Histocompati-
bilidad, reunido en 1972 (4), se pudo demostrar
que la mayoria de los antigenos del sistema HLA
varian considerablemente en frecuencia de acuer-
do a las diferentes areas geograficas, como conse-
cuencia de variaciones alélicas a nivel de los isoti-
pos del CMH. Por ello, es importante que cada
pais tenga cuidadosamente establecida la
antigenicidad en su poblacioén de control con el fin
de poderla comparar con la de la enfermedad a
estudiar.


Administrador
Line

Administrador
Line


26

Entre los mecanismos propuestos para explicar
la asociacion entre HLA y enfermedad se encuen-
tran los siguientes:

1. Alteracion de los antigenos propios de cla-
se I. Desde 1971 Jerne (5) y en 1978 Benacerraf
observaron que las células T periféricas tienen poca
reactividad para antigenos autdlogos del CMH, y
en cambio responden bien a antigenos alogénicos.
Zinkernagel y Doherty en 1974 (6) demostraron la
restriccion genética de dicha respuesta; con estos
antecedentes Geczy en 1981 (7) pudo identificar
en cultivos celulares de Klebsiella pneumoniae
(cepa K43) un factor que podia modificar un com-
ponente celular del B27 o cerca de ¢, y descubrio
que esta modificacion podia inducir a las células
efectoras para que lesionaran tejidos especificos
como la sinovial (produciendo sinovitis), con cier-
ta predileccion por el tejido conectivo del esquele-
to axial. Esta alteracion en la inmunorregulacion
desembocaria en una serie de eventos responsa-
bles de la aparicidon de espondilitis y uveitis. Pos-
teriormente fue posible establecer que algunos
microorganismos comparten ciertas estructuras con
antigenos de productos génicos del HLA y con
base en ellos Ogasawara y Yu (8) pudieron de-
mostrar el posible mimetismo celular entre la pa-
red de la membrana celular de la Klebsiella y el
antigeno B27 a partir de una sesuencia de seis
aminodcidos. La asociacion con el B27 entre los
pacientes con espondilitis anquilosante con com-
promiso axial y uveitis anterior es del 90% en la
poblaciéon caucdasica, comparandola con una pre-
sencia de B27 en s6lo 5 a 10% de los controles
sanos (9, 10). La asociacioén del B27 con espondi-
litis anquilosante en cuatro grupos raciales (cau-
césicos, negros, japoneses y amerindios) sugiere
que los genes ligados al B27 estdn comprometidos
en la patogénesis de la enfermedad. En otras artri-
tis reactivas producidas por otros microorganis-
mos como Shigella, Campylobacter, Yersinia y
Salmonella no se ha podido evidenciar alteracién
o mimetismo molecular entre la estructura de su
membrana y los genes del alelo B27. Por lo tanto
la susceptibilidad de los individuos a espondilitis-
uveitis, parece que se hereda en forma dominante
(7, 10).
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2. Disminucion o ausencia de genes supreso-
res dominantes y su asociaciéon con el HLA-D/
DR. En estudios realizados en ratones y cobayos,
se encontrd evidencia de que la ausencia o dismi-
nucidn de ciertos genes supresores se asocia a al-
gunas enfermedades relacionadas con el HLA-D/
DR, como se aprecia en las cepas de ratones NZB,
MRL/Cpr, BXSB con problemas autoinmunes. En
el humano, un numero de enfermedades autoin-
munes, o probablemente de origen autoinmune
muestran una fuerte asociacion con el HLA-D/Dr,
como ocurre con la diabetes mellitus juvenil (tipo
I), el lupus eritematoso sistémico (LES), la enfer-
medad de Graves, la miastenia gravis, el sindrome
de Sjogren primario, la hepatitis cronica activa, la
enfermedad de Addison idiopética, la enfermedad
celiaca, la dermatitis herpetiforme y su asociaciéon
con el Dw3 y el DR3 en caucasicos; la artritis reu-
matoide y la diabetes mellitus con el DR4, la es-
clerosis multiple y la lepra tuberculoide con el DR2.
En los japoneses el haplotipo HLA-Bw52, Dwl2
y el DR2 se asocian a una hiperrespuesta a ciertos
antigenos solubles y no solubles como el toxoide
tetanico, el polen del cedro y el antigeno de la pa-
red del estreptococo; y los haplotipos Bw54, DYT
y DR4 se asocian a una alta respuesta a los antige-
nos mencionados anteriormente (9-13).

En estudios de funcidn celular, se ha documen-
tado una alteracion de la funcién supresora en
muchas de las enfermedades autoinmunes y en la
hiporrespuesta a ciertos antigenos, lo que sugiere
un defecto en las células T supresoras, debido ala
ausencia de genes supresores dominantes asocia-
da al HLA (13).

3. Los antigenos del CMH como receptores.
Se ha planteado la hipotesis de que los antigenos
del HLA pudieran ser receptores para ciertos pato-
genos. Al respecto esta demostrado que el antige-
no Duffy de los eritrocitos actia como receptor
parala malaria; en cambio aquellos individuos que
carecen del antigeno Duffy tienen resistencia a la
malaria. La susceptibilidad a la malaria, depen-
diente del antigeno Duffy, es dominante (14). He-
lelnius y col en 1978 demostraron que los antige-
nos HLA-A y HLA-B pudieran ser los receptores
para el virus de Semliki Forest.
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4. Mimetismo molecular. En los Gltimos afos,
se ha postulado la posibilidad de que los productos
génicos del HLA tengan una estructura parecida a
la de ciertos determinantes antigénicos de algunos
microorganismos, especialmente bacterias Gram
(-), lo que explicaria la reactividad cruzada entre
el microorganismo patégeno y un antigeno del sis-
tema HLA. Este mecanismo se invoca actualmen-
te para explicar la relacion entre HLA-B27 y la
espondiloartropatia seronegativa; la enfermedad
de Behcet y el HLA-BS5; la tiroiditis aguda de De
Quervain y el HLA-Bw35.

Esta predisposicion para desarrollar artritis re-
activa no es habitual en las enfermedades reumati-
cas, lo que permite plantear la posibilidad de cier-
tas precondiciones para que se establezca la artri-
tis. Esta predisposicion esta relacionada con algu-
nos mecanismos inmunes y con ciertos serotipos
de patogenos entéricos como las bacterias Gram
(-), tales como:
Klebsiella 'y Campylobacter. Esta artritis reactiva
podria ser el producto de la interrelacion entre el
microorganismo y el CMH, posiblemente a través
de la hipotesis del mimetismo molecular (15, 16).
Llama la atencion que la mayoria de las artritis

Yersinia, Salmonella, Shigella,

reactivas postdisentéricas estan relacionadas con
el HLA-B27, HLA-B7 y HLA-Bw60, es decir, la
susceptibilidad se encuentra ligada al loci B del
CMH (17).

5. Genes ligados al HLA. Se han logrado docu-
mentar algunos defectos de genes ligados al HLA
y relacionados con el sistema del complemento,
en el cual el defecto puede deberse a mutaciones
que ocurren a nivel de haplotipos extendidos, ex-
presandose a nivel de sexo masculino preferen-
cialmente. Al analizar, estudios de desequilibrio
de ligamiento, estudiando segmentos cromosomi-
cos se ha podido documentar la asociacion entre
deficiencia del C2 con haplotipos extendidos del
HLA-A25, HLA-B18, HLA-DR2, BFS, C4AB2.
Por lo tanto se intuyd que la deficiencia del C2
asociada con los haplotipos antes mencionados
fuese producto de la mutacion del gen de C2 en
forma reciente a nivel de haplotipos extendidos;
por esto parece que existe una relacion muy estre-
cha entre una alteracion génica y la ontogenia de
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los haplotipos extendidos y se acufié por primera
vez el término complotipo (18,19) como haploti-
pos del complemento (19).

6. HLA y alelos anormales en la diferencia-
cion de genes humanos. De Wolfy col (20) estu-
diaron en 1979 la region H2 en el murino y obser-
varon que la diferenciacion en el ratéon esta con-
trolada genéticamente. Por ello se planteo la posi-
bilidad de que en ciertas asociaciones del HLA se
encuentre un desequilibrio de unién con ciertos
alelos de genes de diferenciacion en el humano y
la expresion fenotipica pudiera ser anormal. Por
ejemplo, en la asociacion del teratocarcinoma tes-
ticular en el humano y el Dw27.

7. Defectos enzimaticos no inmunolégicos
relacionados con el HLA. Esta plenamente docu-
mentado que los genes de la 21 a y f hidroxilasa
se encuentran localizados en el HLA y por lo tanto
la deficiencia de la 21 o hidroxilasa en la via de la
esteroidogénesis aunque, sin ninguna regulacion
inmunoloégica, esta relacionada con el HLA (21).

8. Defecto en la expresion bioquimica de al-
gunas proteinas. Se ha logrado observar en algu-
nas enfermedades que existe un defecto en la pro-
ducciéon de determinadas proteinas que posible-
mente esta codificado por la region del HLA. Esto
ocurre en la hemocromatosis idiopatica y su aso-
ciacion con el HLA-A3. La expresion bioquimica
parcial se observa en los portadores heterocigotes
de dicho alelo, pero la acumulacién excesiva de
hierro se observa especialmente en los homocigo-
tes (22, 23).

9. Alteracion de la expresion de los antigenos
de clase I y Il inducidos por microorganismos y
citoquinas. Se ha podido observar que la expre-
sion de los antigenos de clase I y II puede ser in-
ducida por virus o citoquinas. Uno de los principa-
les mediadores para la expresion de genes del CMH
en forma aberrante es el y-interferén. Lo ; virus
son los microorganismos mejor estudiados, ya que
incrementan la produccion de interferén creando
una expresion aberrante de genes del CMH. Cam-
bell y col han demostrado que el 7-interferén in-
crementa la expresion de antigenos de clase I del
CMH en células 6 del pancreas y el mismo grupo
ha demostrado que la infeccion por reovirus incre-
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menta la expresion de proteinas clase I del CMH
sobre células B humanas y en células de ratas de la
cepa RINmSF (24-26).

El grupo de Botazzo y Feldmann en Inglaterra
es el que mas ha estudiado la posibilidad del papel
de la expresion del HLA-DR aberrante, que fun-
cionaria como autoantigeno con pérdida de la to-
lerancia inmunoldgica y activacion de las células
T, las cuales no reconocerian autoantigenos espe-
cificos asociados con los antigenos de clase II. Este
grupo ha propuesto como uno de los mecanismo
de induccién de enfermedades endocrinas de tipo
autoinmune (diabetes, tiroiditis) la expresion del
HLA-DR aberrante.

10. Asociaciéon con inmunodeficiencia del
complemento. La deficiencia de C2 es la mas fre-
cuente de las deficiencias del complemento en la
poblacion caucasica (un individuo homozigote por
cada 10.000 donadores en un estudio y 1.2% de
heterozigotes en otro). Primero se documento esta
inmunodeficiencia en la poblacién normal y pos-
teriormente en el LES, en el sindrome de Henoch-
Schonlein, en la polimiositis y las vasculitis. La
inmunodeficiencia se debe a la expresion de un
alelo null en el loci estructural. Siempre se asocia
al haplotipo HLA-A25, HLA-B18 y al HLA-DR2.
Se ha descrito deficiencia de C4 homozigota y he-
terozigota asociada a enfermedades inmunologi-
cas especialmente de tipo autoinmune, como LES,
dermatomiositis y vasculitis.

Marcadores de enfermedad

Desde hace tiempo se conoce que un gran nu-
mero de enfermedades tienen asociacidén con el
CMH, por ejemplo, los pacientes muestran dife-
rente distribucién de los marcadores del CMH,
particularmente en el caso de los antigenos del
HLA, al compararlos con los diferentes controles
étnicos (27). En el caso de los pacientes con dia-
betes mellitus tipo I hay un aumento en la frecuen-
cia de los antigenos HLA B15 (w62), B1§, DR3,
DR4 (28), asi como del alelo del complemento
BF*F1 (29), y una disminucién de las frecuencias
de B7 y DR2. Con el estudio de un gran numero de
individuos diabéticos se determind que la distri-
bucién del alelo BF*F1 era consistente con una
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herencia simple recesiva de este marcador y un
aumento de susceptibilidad a la diabetes tipo I (30).
Analizando marcadores de CMH entre los diabéti-
cos y sus familias, fue aparente que la mayoria de
los pacientes presentaban incremento en los si-
guientes haplotipos: [HLA-BS, F1C30, DR3];
[HLA-B 18, F1C30, DR3]; [HLA-B15(w62),
SC33, DR4] y HLA-B16(38), SC21, DR4] (31).

En los pacientes con enteropatia sensible al glu-
ten (32) dos haplotipos extendidos se encontraban
en un 60% de ellos: [HLA-B8, SCO1, DR3] y
[HLA-B44, FC31, DR7],

Hay dos excepciones al fendémeno aparente de
que los haplotipos extendidos, mas que los alelos
individuales de CMH son los marcadores de sus-
ceptibilidad a las enfermedades asociadas al CMH;
en el caso de la espondilitis anquilosante, el HLA-
B27 esta fuertemente aumentado en pacientes de
una gran variedad de grupos étnicos, lo cual sugie-
re que este alelo definido serolégicamente es por
si mismo un alelo de susceptibilidad. La segunda
excepcion es la esclerosis multiple, en la cual HLA-
DR2 o un subtipo de DR2 (33), mas que un haplo-
tipo extendido es el marcador en pacientes cauca-
sicos, especialmente en aquellos de origen nordi-
cO europeo.

Aunque la mayoria de las enfermedades asocia-
das al CMH tienen aspectos inmunoloégicos, y qui-
za etiologias diferentes, hay dos entidades que no
funcionan de esta manera, tal es el caso de la hemo-
cromatosis (34) y la hiperplasia adrenal congénita
por deficiencia de 21 a hidroxilasa (35). En esta
ultima patologia, la razéon es evidente, hay dos
genes para el citocromo p450 y las 21-hidroxila-
sas adrenales a y B, cada uno situado a 3' inmedia-
tamente al lado de los genes para C4A y C4B (36,
37). Unicamente se expresa 21-OHp y los defec-
tos o deleciones de este gen se asocian con hiper-
plasia adrenal congénita (38, 39). Este ultimo es
un trastorno recesivo de penetrancia completa. En
los pacientes caucasicos en el area de Boston, con
la forma perdedora de sal de la enfermedad, apro-
ximadamente un 20% de los haplotipos del CMH
corresponden al haplotipo extendido [HLA-Bw47,
FC91, DR7] (40), el cual contiene la delecion de
21-OHP (36, 37). El haplotipo extendido [HLA-
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B14, Sc2 (1,2) DR1] es comun entre los pacientes
con inicio tardio de la enfermedad, especialmente
entre aquellos de ancestro del sur de Europa (41);
hay que anotar que en los pacientes procedentes
de Venezuela con esta enfermedad no se encuen-
tra ninguno de los haplotipos extendidos caracte-
risticos de la poblacion europea (42); esto ilustra
claramente la especificidad étnica de los marcado-
res, tanto en salud como en enfermedad.

La ausencia de [HLA-BS8, SCO1, DR3] entre los
pacientes con hiperplasia adrenal congénita, se
debe a la presencia de un gen normal para la 21-
OHp en su haplotipo extendido.

Los mecanismos para las asociaciones entre
HLA y enfermedad son desconocidos para un gran
numero de entidades. Aunque se ha tratado de res-
ponsabilizar de estas asociaciones a anormalida-
des en los genes de la respuesta inmune (43), el
hecho de que los haplotipos extendidos, mas que
los alelos individuales sean frecuentemente los
marcadores, requiere que tengamos cuidado ya que
cualquier alelo dentro del grupo del haplotipo ex-
tendido puede ser el responsable.

Los complotipos en la medicina clinica

Ademas de los casos en que se sospecha una
deficiencia hereditaria de una de las proteinas del
complemento, la tipificacion genética del comple-
mento tiene gran aplicacion en los trasplantes de
tejidos, especialmente en el trasplante de médula
osea (44). En aquellos pacientes que requieren
trasplante de médula osea, la identificacion del
donante solamente mediante tipificacion de HLA
puede ser dificil para los pacientes, los cuales pue-
den presentar reacciones de autoanticuerpos, leu-
copenia, etc. Ya que los complotipos se encuen-
tran codificados por genes cercanos a la region
HLA-D, y el poliformismo del complotipo es ex-
tenso, la determinacién de los complotipos nos da
una informacion valiosa en la identificacion de los
donantes.

La identificacidn in ttero de los fetos afectados
por enfermedades asociadas al CMH atn no es
posible, con una excepcion: en una familia con un
hijo que padezca deficiencia de 21 o OH, es posi-
ble algunas veces, mediante examen del DNA de
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las células amnioticas fetales, determinar si el feto
también se encuentra afectado (45).

La deficiencia hereditaria de C2 es el resultado
de la herencia de ambos Co6p's del alelo nulo
C2*QO0. Este alelo se encuentra con mayor fre-
cuencia en relacion con el haplotipo extendido
[HLA-(A25), B18, S042, DR2] (46, 48). Ya que
esta deficiencia ha sido informada Gnicamente en
europeos caucasicos y que casi todos los haploti-
pos de los pacientes homozigotos para la deficien-
cia tienen elementos de este haplotipo extendido,
se puede postular que estos haplotipos descienden
de una mutacion simple en el loci C2 en el haploti-
po del CMH de un paciente caucasico. Las varia-
ciones en la composicion alélica especifica de
C2*QO0 unida a los haplotipos puede explicarse
por el cruce al azar entre el haplotipo ancestral y
los haplotipos caucasicos. Con estudios de fre-
cuencia de los diferentes haplotipos podemos con-
cluir que la mutacion que llevo a esta deficiencia
ocurri6 probablemente entre 600 y 1.300 afios atras.

De acuerdo con los mecanismos patogénicos
expuestos anteriormente, asociados a diferentes
enfermedades, planteamos la siguiente clasifica-
cion:

1. Alteracion aberrante de los antigenos de cla-
se I y II inducidos por un agente infeccioso. Ej.:
Klebsiella pneumoniae cepa K43 capaz de modi-
ficar el componente celular del B27 produciendo
la espondilitis anquilosante a través de la teoria
del mimetismo molecular; endocrinopatias auto-
inmunes (tiroiditis, diabetes juvenil).

2. Inmunodeficiencia de los componentes del
complemento como C2 y C4. Ej.: LES, sindrome
de Henoch-Schonlein, polimiositis, vasculitis.

3. Asociada con haplotipos extendidos. Ej.:
Diabetes mellitus tipo I, asociada a ciertos haplo-
tipos extendidos [HLA-B8, SC01, DR3]; [HLA-
B18,F1C30,DR3], [HLA-B15 (w62),SC33,DR4]
y [HLA-B16 (38), SC21, DR4], Enteropatia por
gluten [HLA-BS8, SC01, DR3], [HLA-B44, FC31,
DR7],

4. Herencia poligénica. Ademas de genes rece-
sivos o dominantes existe una relacion con los an-
tigenos de clase I y II, l6gicamente asociada a un
factor ambiental. Ej.: LES, esclerosis multiple,



30

diabetes mellitus juvenil, enfermedad de Graves,
enfermedad celiaca, etc.

5. Deficiencia de la 21-hidroxilasa. Un ejemplo
es la deficiencia de la 21-hidroxilasa asociada a
hiperplasia adrenal congénita; esta es una enzima
importante que participa en el metabolismo del
cortisol. La deficiencia de dicha enzima produce

Tabla 4. Asociacion HLA-enfermedad.

G. de Egeay cols.

virilizacion y pérdida de sal; ademads esta entidad
se ha asociado aun haplotipo extendido el [Bw47,
FCO031, DR7].

6. Asociacién de enfermedades por almacena-
miento y HLA. Un ejemplo cléasico es la hemocro-
matosis asociada la HLA-A3. (En la Tabla. 4 se
observa la asociacion entre los diferentes antige-

Enfermedad Isotipo | HLA-A HLA-B HLA-C | HLA D/DR/DQ/DP Haplotipo extendido Complotipo | RR
alelo RR Alelo RR | alelo RR | Alelo RR
1. Diabetes mellitus Tipo I Al 1.6 B8 2.5 DR3 4.5 | (B8, DR3, SCO1, Glo2)
B18 2.5 (B18, DR3.FIC30)
B62 2.5 DR4 4.5 | (B6, DR4, SC33).
B7 0.1 DR2 0.1 | (B7,DR2,SC31)
Protector contra diabetes.
(B38,DR4,SC21) Judios
2. Enteropatia sensible al Al 4.0 B8 8.0 DR3 17.0 | (B8, DR3, SCOI1, Glo2)
gluten. Espondilitis
enteropatica B27 12.0
3. Hepatitis cronica activa B8 9.0 DR3 9.0
4. Esclerosis multiple A3 1.8 B7 2.5 DR2 4.2
5. Deficiencia del factor C2 (A25,B18, DR2, SCQO)
(A4, B2)
6. Hiperplasia adrenal congénita
(Deficiencia de 21 hidroxilasa) (A3, Bw47, DR7, FC031-0),
7. Nefropatia membranosa
7.1. Inducida por medicamentos
a. Sales de oro B8 DR3 34
b. Penicilamina B8 DR3
7.2 No relacionada a drogas B18 DR3 12.0
8. Psicosis
Anticuerpos por
clorpromazina Bw44
9. Hemocromatosis idiopatica A3 4.7 B14 4.7
10. Dermatitis herpetiforme B18 DR3 15.4
11. Miastenia gravis B8 2.5 DR3 3.7
DQw2
12 Asma bronquial alérgica al
antigeno Ra5 de la ambrosia.
Titulos elevados de IgE (B7,SC31,DR2)
13. Vasculitis retiniana DR4
14. Enf. de Buerger A9 BS
15. Inmunodeficiencia de IgA B8 DR3
16. S. de Goodpasture DR2 15.9
17. Psoriasis vulgaris Cwé 133
18. Penfigo (Judios) DR4 144
19. S. de Sjogren primario B8 5 DRw52 8.0
20. Enf. de Graves-Basedow DR3 3.7
21. Enf. de Addison idiopatica DR3 6.3
22. S. deReiter B27  30-35
23. Uveitis anterior B27 10.4
24. Neuritis optica DR2 24
25. Tiroiditis subaguda B35 13.7
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nos clase I, I y Il y haplotipos extendidos con las
diferentes enfermedades. Se hace énfasis en que la
mayoria de estos haplotipos se encuentran defini-
dos en diversos estudios.

En un intento de estudiar e identificar marcado-
res del CMH en la respuesta inmune especifica
contra el virus de hepatitis B (HVB), se realizé la

Tabla 4. (Continuacion)
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tipificacion de los antigenos de las clases I, 1T y III
en personas que recibieron la vacuna de la hepati-
tis B. Los resultados mostraron que las personas
que no respondieron a la vacunacién tenian un
incremento en la frecuencia de dos haplotipos ex-
tendidos: HLA-B8, DR3, SC01 y HLA-B44, DR7,
FC31, lo que sugiere que los genes que controlan

Enfermedad I:;::llio HI;{;{_A AlelliLA -RBR aIS;A;{(I:{ ii‘e?o D/DR/I]{)S/DP Haplotipo extendido Complotipo | RR
26. Enfermedades de Behcet BS 6.3 DR2 (Uveitis en
tunecinos)
BS
(Turcos) 10 DR4-DR7
(Otrasexpresiones
en tunecinos)
Bw51
(Turcos) 15 DR4-DR7-DQw3
Bw51
(Inglés) 2
27. Enfermedad de Buerger A9 B5
28. Enfermedades autoinmunes en
chinos de Hong Kong (A2,Bw46,DRw9)
29. Polimiositis juvenil DR3 19
(Latinoamericanos)
DR3 4
(Caucasicos)
DR3 13
(Negros)
(DRw6 (Negros)
DR2/DQwl
30. Polimiositis del adulto B8 5 DR3 7
a. Asociada al anticuerpo Jo-1 DR3/DR6 186
DRw52
31. Lupus eritematoso generalizado DR2 3 | (DR2, DOwl, C4AQO0) (C4AQ0) 6
DR3 3 | (DR3, Dgw2, C4AQO0O) (C4BQO)
a. Anti-Ro (SS-A) B8 6 DR2/DR3 17 (C2Q0)
a 1. Titulos altos de anti-Ro DQwl/DQw2
b. Blancos y negros americanos (C4AQ0) 3
c. Homozigotos (C4AQ0) 17
d. Inducido por hidralazina DR4 6
e. Inducido por procainamida DR6 6
f. Madres de nifios con lupus
neonatal DR3 8
g. S. de Sjogren secund. a lupus DR2 2
32. Esclerosis sistémica progresiva B8 DR5 3 | (B8.BFS) (C4BQO)
DR3 2 (C4AQ0) 9
33. Arteritis de células gigantes DR4 3 (C4AQ0,
C4B1)
34. Artritis psoridsica B13 4] Cw6 9
B17 6
Bw38 9
Bw39 5
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la falta de la respuesta i nmunitaria contra la vacu-
na de la hepatitis B pudieran estar presentes en el
mismo haplotipo extendido. En estos estudios no
solamente se encontraron estos haplotipos que
pudieran predecir la carencia de respuesta a la
vacuna de la hepatitis B, sino que se han inmuni-
zado prospectivamente individuos homozigotos y

Tabla 4. (Continuacion)
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en ellos no se provoca respuesta alguna (49). Al
parecer la respuesta inmunitaria contra el HB-Ag
del HVB esta controlada genéticamente, esto ha
sido documentado en el modelo murino (50) y
recientemente se han iniciado estudios en el hu-
mano (51 -54). Por esta razon deberiamos conside-
rar el estudio de la regulacion genética de la res-

Enfermedad Isotipo | HLA-A HLA-B HLA-C | HLA D/DR/DQ/DP Haplotipo extendido Complotipo | RR
alelo RR Alelo RR | alelo RR | Alelo RR
35. Espondilitis psoriasica B27 12
36. S.deFelty DR4 DQw7
37. Enfermedad celiaca DR3 10.8
38. Espondilitis anquilosante B27 90-100
(Blancos
América)
B27 24
(Negros
América)
B27 200
(Japoneses)
B27 10
(Indios pima)
39. Artritis reumatoide B44 DR4 (Hindues) 1 | (B62, DR4, SC33, DQw3)
DR4 (México) 11 | (B44, DR4, SC30, DQw3)
DR4 6
(Blancos
América)
DR4 (Judios) 1.5
DR1 (Judios) 1
DRI (Hindues) 7
DR4Dwl4
(Caucasicos)
DR4 Dw4
Dwl5 (Japoneses)
DR4 DQw?7
40. S. de Sjogren secundario DR4 43 | (A2, B44, DR4, DQ7)
DR4 4
41. Hemotoxicidad sec al oro B8 22 DR3 36
41. Trombocitopenia inducida
por penicilamina DR4 5
42. Miastenia gravis sec a
penicilamida B35 DR1 11 | (B35.DR1)
43. Artritis cronica juvenil
a. Espondilitis juvenil B27 26
b. Inicio poliarticular DR4 7
(seropositiva 15%)) DR4 (Homo-
zigote) 2
c. Pauciarticular B39 DRS 5 | (B44.DRS)
DRS 12 | (DRw8,BFS) (C4A4) 3
DPw2 4 | (B35, Cw4, DK5) (C4A4,
C4B2)

RR= Riesgo relativo =No. de pacientes con marcador. No. de pacientes sin marcador/No. controles con marcador. X = No. de controles sin marcador.
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puesta inmunitaria a la vacuna de la hepatitis B y
el estudio de la respuesta en individuos receptores
a la vacuna HBV para justificar o descartar con
bases moleculares, bioldgicas e inmunoldgicas, la
implementacion de un programa de inmunizacion
contra la HVB en nuestro pais.

Cayzer (55), de la Universidad de Brisbane,
Australia, ha encontrado una relacion dosis-efecto
con el sistema HLA en la respuesta a la vacuna de
la hepatitis B en el hombre, todos sus pacientes
que respondieron tuvieron uno o mas de los si-
guientes alelis: B7, B8 o0 B44, Al, A2, A3, mien-
tras que en los que no respondieron se encontro la
presencia de DR4 y DR7. En las mismas condicio-
nes Sasazuki del Departamento de Genética de la
Universidad de Kyushu, en el Japon, al estudiar la
relacion falta de respuesta a la vacuna de la hepati-
tis B y haplotipos, encontré que todos los indivi-
duos positivos para HLA-Bw54, DR4, DRS53,
Dqw4, no respondieron al HB-Ag. Ninguno de los
linfocitos de los pacientes que no respondieron
mostré un buen manejo de la respuesta in vitro al
HB-Ag; sin embargo, si se hacia deplecion de las
células T-CDS8 de las muestras de sangre periféri-
ca de los pacientes que no respondieron, se obser-
vaba un aumento en la produccion de anticuerpos
(Tabla 5).

Los estudios de regulacion genética de la res-
puesta humoral HB-Ag en el modelo murino (50,
51, 56), indican que esta respuesta esta regulada
por genes localizados en el CMH en el ratoén. Los
mecanismos celulares responsables de la falta de
respuesta al HBs-Ag o ala vacuna de la hepatitis B
aun no se han delineado muy bien.

Por lo anterior, decimos que la respuesta inmu-

Tabla 5. Genes de inmunosupresion (Is) en el CMH asociados a la falta de

respuesta a la vacuna del HBV.

1. HLA-Bw54, DR4 DRw53,DQw2 (Dominante)
Japoneses*
2. HLA-BS8, SC031, DR3a, DRw52a, DQw2a (Recesivo)

HLA-B44, FC31.DR7, DRw53, DQw2 (Caucasicos)

Mediado por células T supresoras
*Abstract: Histocompatibility and Immunogenetics Conference. New
York, November 18,1987.
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ne a un antigeno, en particular el HBs-Ag, fallaria
si el macrofago no procesa el antigeno, o lo pre-
senta en forma inadecuada a las células T. Por otro
lado, las células B pueden perder los receptores
necesarios para la interaccion con las células T o
pudiera ser que estas deficiencias se deban a la
ausencia de una clase de clono de células T, el cual
potencialmente reaccionaria con un epitope y éste
podria ser tan similar a la region variable de los
genes de la clase II, que haria que las células T lo
reconocieran como propio.

En este orden de ideas se haria un estudio de
familias en poblaciones de areas endémicas con la
finalidad de encontrar haplotipos extendidos, aso-
ciado a la falta de respuesta a la vacuna, para lo
cual se compararia la frecuencia de estos haploti-
pos extendidos en los pacientes que responden y
en los que no responden y se determinaria la rela-
cién con la vacuna. Todo lo anterior, aunado a
ensayos de inmunorregulacion en la misma mues-
tra, daria lugar a resultados que podran aplicarse a
los programas de salud en nuestro pais.

Un segundo aspecto toca la asociacion de las
enfermedades atopicas y los haplotipos extendi-
dos. Repasemos brevemente la genética y las bases
inmunologicas de la respuesta atopica. La IgE, una
glicoproteina con funciones de anticuerpo, tiene
dos cadenas pesadas y dos livianas; es la inmuno-
globulina con menor concentraciéon en el suero
(entre 0.10 y 0.40 u/ml). La propiedad bioldgica
mas destacada de esta molécula es la de sensibili-
zar tejidos homdlogos (57) a través de la capaci-
dad de unirse a la membrana de basoéfilos y células
cebadas. Los mastocitos son la mayor fuente de
histamina y otros mediadores preformados que
participan en los estadios iniciales de los procesos
alérgicos.

La reaccion alérgica por excelencia se lleva a
cabo cuando un alergeno interacttia con dos molé-
culas de IgE sobre la membrana del linfocito, de-
sencadenando toda una secuencia de eventos bio-
quimicos y enzimaticos que determinan a la postre
los cambios fisioldgicos que expresa el cuadro cli-
nico. Los eventos anteriormente descritos se resu-
men en la Figura 7 (58, 59).

Las enfermedades atopicas, entre ellas el asma
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Figura 7.Integracidn entre unalergeno y dos moléculas de IgE sobre ellinfocito
enlareaccidn alérgica.

bronquial alérgica, son el resultado de la interac-
cion de multiples factores, tales como la funciona-
lidad del sistema inmunitario, la fisiopatologia del
arbol traqueobronquial y los mecanismos genéti-
cos y endocrinos comprometidos en ellas. El con-
trol genético del asma es complejo; podemos decir
que existen evidencias para considerar la implica-
cion de varios genes asociados al CMH. El fenoti-
po de la enfermedad también puede ser regulado
por niveles de IgE determinados genéticamente;
esto puede ser la resultante de un balance entre los
genes de la respuesta inmune (Ir) y los genes de
inmunosupresion (Is) (localizados en el cromoso-
na 6) y los genes del IgE total (localizados en cro-
mosomas diferentes al 6).

Los primeros estudios del caracter hereditario
del asma fueron realizados por Cooke y Vandzer
Veeren 1916 (52-54). Ellos y otros, esclarecieron
su predisposicion genética (60-64). Recientemen-
te se ha venido estudiando la relacion de marcado-
res genéticos con los posibles mecanismos de he-
rencia en las enfermedades atopicas. Al respecto,
los investigadores han enfocado sus esfuerzos hacia
el sistema HLA; sin embargo, los resultados en la
asociacion CMH y enfermedad hasta el momento
son polémicos (62-65) y en su mayoria fueron es-
tudios de poblacion. En contraste, los estudios
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familiares (66) mostraron segregacion entre un
haplotipo del HLA con la sensibilizacion al Ag
RaE de la ambrosia; otros estudios también han
aportado los mismos resultados (67-69). Por otro
lado la respuesta IgE especifica al Ag Ra5 de la
ambrosia se encuentra altamente asociado con el
DR2 y Dw2 (70, 71).

Los genes Ir e Is que controlan la respuesta IgE
especifica al Ra5 de la ambrosia, se hallan con
frecuencia en el haplotipo HLA-B27, SC31, DR2,
DQwl y probablemente se hereden de manera
recesiva, produciendo el asma bronquial. Pero la
respuesta baja al mismo antigeno se asocia con el
haplotipo HLA-B8, SC01, DR3, DRw52, DQw?2,
y se hereda en forma dominante para producir ri-
nitis. (Tabla 6) (72). No sabemos cual molécula
del CMH, clase II, por ejemplo, es la responsable
de estas respuestas. Su identificacion indicaria que
algin subtipo atn desconocido se encontraria en
desequilibrio de enlace con estos haplotipos. Cuan-
do se describan los haplotipos extendidos que
contengan esta clase de genes en las poblaciones
colombianas, también sera necesario identificarlos
subtipos que explicaran las bases moleculares de
las respuestas inmunitarias en Colombia.

Interrelacion entre los diferentes antigenos
y las moléculas de clase I y I en la expresion
de la enfermedad

Plantear que la enfermedad es producto de dos
categorias amplias: comportamental, en la cual la
enfermedad es una falla primaria del organismo
como un todo; mecanicista, en la cual la enferme-
dad es resultado de una falla especifica y una falla
ambiental, sin profundizar en los nuevos avances

Tabla 6. Genes Ir e Is asociados al CMH (alergia a la ambrosia "Ragweed").

1. HLA-B27, SC31, DR2, DQwl
Produccion de IgE especifica contra Ra5 asociada a

(Recesivo)
asma bronquial*.

2. HLA-BS, SC01, DR3, DRw52, DQw2
Baja respuesta de la IgE especifica al Ra5 asociada

(Dominante)

con rinitis alérgjca al Ra5 (IgE) (rinitis alérgica).

* Este mecanismo puede ser ocasionado por la ausencia de células T
supresoras. Estos hallazgos requieren confirmacion en otros laboratorios
de investigacion.
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cientificos es tener un concepto muy ortodoxo sobre
la enfermedad. Para que la enfermedad se exprese
existen una serie de factores de riesgo que nos
explican una predisposicion, mas no la causa de la
misma. Esta predisposicion es la que tiene dife-
rentes expresiones y una de ellas es la herencia. El
polimorfismo genético, las uniones entre los dife-
rentes antigenos con las moléculas de clase |y I,
la interaccion trimolecular entre isotipos del CMH,
péptidos o antigenos y el receptor de las células T
que producirian implicaciones a nivel de la inmu-
norregulacion normal, traduciria en la era moder-
na de la introspeccion el concepto moderno de
enfermedad, que no es otra cosa sino los multiples
factores interrelacionados que al acoplarse inade-
cuadamente producen la enfermedad, pero si los
factores antes mencionados realizan el acopla-
miento adecuado, se constituye la homeostasis
normal. Por ello no estamos de acuerdo con la teo-
ria hiperbolica expresada en 1898 por von Behr-
ing (73), la cual decia que todas las enfermedades
eran producto de diferentes microorganismos, ni
con la expresada por Angeli, editor del New En-
gland Journal en 1985, quien pensaba que la en-
fermedad es producto de la psique (74). Pero si
estamos de acuerdo parcialmente con Sagan (75),
quien postula que la longevidad en la ultima cen-
turia debe ser atribuida a la modernizacion que
incluye cambios en la organizacion social, el con-
trol ambiental, control sanitario y dietas, mas que
al desarrollo de la investigacion médica. A través
de estos capitulos hemos analizado las diferentes
interrelaciones entre las moléculas de clase I y I,
los diferentes antigenos implicados en su patogé-
nesis y la expresion multifactorial de las enferme-
dades sin suscribirnos a meras especulaciones sino
con hechos establecidos a nivel experimental.

En laultima década el avance de la biomedicina
ha sido explosivo debido principalmente al enten-
dimiento y conocimiento de nuevas tecnologias
como la biologia molecular, y su aplicacién a los
diversos campos de la medicina, como en la inmu-
nologia, la endocrinologia, la inmunogenética y la
reumatologia; de esta manera se ha facilitado un
diagnostico precoz de las enfermedades, y una
comprension de su fisiopatologia lo cual lleva por
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supuesto al empleo de un tratamiento mas efec-
tivo.

Sin embargo a pesar del avance tecnoldgico en
muchas areas ain desconocemos el antigeno, el
papel que éste desempefia en la inmunorregula-
cion, su relacion inmunogénica con el huésped y
la capacidad de éste para reconocer y procesar dicho
antigeno. Si el reconocimiento y procesamiento
del antigeno es el adecuado, el resultado que pro-
duce la inmunorregulacion normal es la salud; pero
si éste es inadecuado sobreviene la enfermedad.

De acuerdo con la evolucion de la medicina, a
principios de este siglo era imposible plantear el
titulo de este capitulo, ya que se desconocia el
agente causal de la enfermedad y en ocasiones se
acufiaban términos que hacian imposible en esa
¢época diferenciar las enfermedades. Por ejemplo,
la palabra reumatismo, se referia a multiples en-
fermedades, como: artritis reumatoide, LES, gota,
osteoartritis, etc., entidades en las cuales existen
antigenos diferentes y fisiopatologias diferentes.
En algunas podemos encontrar una base autoin-
mune, en otras un defecto enzim8tico o en otras el
mimetismo molecular hacia diferentes antigenos
como mecanismo causal de la enfermedad por la
pérdida de la tolerancia inmunologica. Otro ejem-
plo lo encontramos en el caso de las enfermedades
infecciosas, en las cuales desde los trabajos de
Koch, Pasteur, Vidal, quienes desarrollaron la
bacteriologia y establecieron un axioma clasico
con respecto a la etiologia: "una bacteria es igual a
una enfermedad infecciosa". Posteriormente con
el desarrollo de la dindmica farmacoloégica apare-
ce la era de la antibioticoterapia, logrando contro-
lar gran parte de las enfermedades infecciosas,
fallando en el caso de los virus.

De esta manera Jenner en 1724 (76) desarrollo
el proceso de la vacunacion y cred la vacuna como
un mecanismo de tipo inmunoldgico que inducia
al huésped a producir anticuerpos contra determi-
nados antigenos virales como la viruela; poste-
riormente se desarrollaron las vacunas jontra sa-
rampion, parotiditis, etc. Muchos virus también
evolucionaron, y hoy en dia los retrovirus (tipo I,
IT y III) han burlado el sistema inmunoloégico,
siendo agentes causales de enfermedades tales
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como el SIDA, los linfomas y las leucemias de
células T, y la mielopatia espastica del Pacifico
colombiano; a pesar de muchos esfuerzos, aun no
se ha logrado la vacuna contra dichos agentes.

Igual ocurre con ciertos agentes parasitarios, en
los cuales el repertorio antigénico es variable, y
los esfuerzos para lograr una vacuna sintética con-
tra dichos antigenos (malaria, leishmania, tripano-
soma) apenas se estan iniciando. Otras areas en
cuales el papel del antigeno no esta definido son el
cancer y las enfermedades autoinmunes. A finales
de la década de los 80 y comienzos del 90 debe-
mos plantearnos una pregunta importante: ;cual
es el antigeno que induce la expresién de genes
que van a iniciar una respuesta celular y humoral
con subsecuente elaboracion de una variedad de
mediadores y efectores de una respuesta; enzimas,
inmunoglobulinas, proteinas del complemento,
factores de crecimiento celular que contribuyen a
la pérdida de la inmunorregulacion, y de esta ma-
nera inducen a una proliferacidon celular ocasio-
nando las diversas manifestaciones en los tejidos
y organos, produciendo las diferentes enfermeda-
des de acuerdo al antigeno causal?

De acuerdo con las caracteristicas inmunoge-
néticas del huésped y su interaccion con el antige-
no causal, la expresion de la enfermedad podria
ser secundaria a: 1. Un agente infeccioso. 2. Una
estimulacion antigénica persistente, (detritus de
pared celular bacteriana). 3. Mimetismo molecu-
lar. 4. Defecto enzimatico. 5. Autoinmunidad. 6.
Proliferacion celular anormal (neoplasias).

Por lo tanto los esfuerzos de la investigacion
biomédica deben dirigirse a la identificacion del
antigeno causal, el cual produce epifendomenos
como la autoinmunidad, antigenos aberrantes de
clase I y II con pérdida de la tolerancia inmunolo-
gica, inflamacion aguda y crénica, proliferacion
celular, trastornos de la inmunorregulacion, ela-
boracién de citoquinas, etc.

Otro de los problemas dificiles en la investiga-
cion biomédica ha sido el relacionado con la de-
teccion de los antigenos implicados en la autoin-
munidad, en la cual diferentes antigenos celulares
hacen parte de las 10.000 o mas proteinas que se
encuentran en la célula humana y solamente 30 6
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40 son blancos comunes de la autoinmunidad. Pero
con las técnicas de cultivo celular, hibridomas,
anticuerpos monoclonales, inmunofluorescenciay
clonacién celular se han logrado caracterizar va-
rios antigenos especialmente en pacientes con
enfermedades endocrinas, infecciosas y reumati-
cas, que podrian facilitar el tratamiento futuro con
vacunacion, o a través de anticuerpos antiidiotipi-
cos. En este capitulo s6lo analizaremos los antige-
nos que induzcan trastornos en la inmunorregula-
cion de un huésped susceptible inmunogenética-
mente y que esté bien definida su asociaciéon con
los isotipos de las moléculas de clase 1 y II del
CMH; por lo tanto los antigenos de tipo infeccioso
o tumoral no son parte del objetivo de este capitu-
lo; para ello queremos analizar ademas algunos
mecanismos inmunolégicos inducidos por el anti-
geno y su interrelacion con el HLA para producir
la enfermedad.

Mimetismo molecular

Se ha sugerido que las infecciones virales pue-
den producir una enfermedad autoinmune, para ello
se planted la posibilidad de que un determinante
antigénico sobre un virus simule determinantes
antigénicos a nivel de los tejidos del huésped, y
que éste produzca anticuerpos contra los determi-
nantes virales, y de esta manera dichos anticuer-
pos reaccionaran contra las células, tejidos o es-
tructuras celulares del huésped. Esta teoria ha sido
denominada del mimetismo molecular, debido a
que el huésped es incapaz de diferenciar lo propio
de lo no-propio.

El mimetismo molecular se define como un
mecanismo biologico en el cual se comparten di-
ferentes epitopes de microorganismos de diferen-
tes especies, con epitopes de proteinas normales
del huésped, induciéndose a través de un microor-
ganismo invasor una respuesta inmune de reac-
cion cruzada contra diferentes tejidos ocasionan-
do la autorreactividad, autoinmunidad o la infla-
macioén. El epitope o el sitio de la célula normal
que reacciona con el anticuerpo producido por el
microorganismo no se conoce.

El mimetismo molecular se ha estudiado prin-
cipalmente en virus DNA y RNA. Muchos virus
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comparten sitios antigénicos con componentes
celulares normales del huésped; estas caracteristi-
cas comunes han sido demostradas por compara-
cion directa de secuencias de aminoacidos linea-
les, conformando una estructura homoéloga con el
huésped; casi siempre la secuencia de aminoaci-
dos que produce la reaccion cruzada se limita a
unos pocos aminoacidos (77,78). Oldstone y Fuji-
nami (79) observaron que so6lo seis aminoacidos
fueron suficientes para producir reactividad cru-
zada, ya que los anticuerpos monoclonales utiliza-
dos reconocen s6lo unos pocos aminoacidos. El
hecho de encontrar anticuerpos monoclonales que
reaccionan con constituyentes del huésped y del
virus sugiere que el virus tiene el potencial de dis-
parar una respuesta inmune y ocasionar una enfer-
medad, y que una vez iniciado el proceso no nece-
sariamente se va a encontrar el virus. También se
ha demostrado que ademas de los anticuerpos, los
linfocitos y las linfotoxinas generadas contra el
virus pueden reaccionar contra proteinas propias y
asi de esta manera no es necesaria la presencia de
una particula viral.

Lane y Hoeffler (80) utilizando anticuerpos
monoclonales, mostraron que los antigenos T del
virus 40 del simio, y las proteinas normales de
células del huésped tienen sitios antigénicos co-
munes. Oldstone y col (77) encontraron que la
fosfoproteina P3 del virus del sarampion, la pro-
teina de 140 kilodaltons del virus del herpes, y la
hemaglutinina del virus de la vacinia reaccionan
con diferentes epitopes sobre filamentos interme-
dios o intracitoplasmicos; este mismo grupo ha
demostrado que péptidos virales con secuencias
de aminoacidos homologos a proteinas propias del
huésped pueden inducir anticuerpos que reaccio-
nan en forma cruzada y células linfoides que pro-
liferan en respuesta a las proteinas propias, de esta
manera se genera una respuesta inflamatoria in vivo
en el sitio de la localizacion de la proteina propia.
Para demostrar este fenomeno, Oldstone y col (79)
analizaron la homologia en la secuencia de la pro-
teina basica de la mielina (MBP) y la polimerasa
del virus de la hepatitis B (HBVP). Al practicar un
analisis computarizado se demostro una secuencia
de aminoacidos similar entre estas dos proteinas, y
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se encontré una similitud de las proteinas antes
mencionadas con las nucleoproteinas y hemaglu-
tininas del virus de la influenza, la capside del vi-
rus del polioma, la proteina central del adenovi-
rus, la poliproteina de Rouss del sarcoma de las
aves, el virus de la leucemia de Abelson y la pro-
teina EC-LF2 del virus de Epstein-Barr. Ejemplo:

MBP = Thr-Thr=His Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gli-Lys
66 75
589 598
HBVP = Lle-Gly-Cys-Tyr-Gly-Ser-Leu-Pro-Gli-Lys
Polimero del virus de 1a hepatitis B

Al inmunizar siete conejos con HB VP utilizan-
do ocho aminoacidos, cinco de ellos desarrollaron
niveles de anticueipos contra la MBP; estos titulos
de anticuerpos oscilaron entre 5.5 y 8.7. Cuando
tales anticuerpos se probaron contra el péptido de
HBVP los titulos oscilaron entre 10.4 y 14.5.

Ademas se pudo observar la generacion de an-
ticuerpos y la presencia de linfocitos que reaccio-
naban en forma cruzada con los péptidos virales y
MBP, con producciéon de infiltrados a nivel del
SNC de los conejos. El sitio encefalitogénico in-
ducido por la MBP es un determinante de las célu-
las del huésped, que a la vez ha sido mapeado en
varias especies de animales; este es un ejemplo
clasico de autorreactividad y autoinmunidad en
enfermedades asociadas a la desmielinizacion (77-
83).

El mecanismo patogénico posible es la genera-
cion de linfocitos efectores que reaccionen en for-
ma cruzada, o de anticuerpos que reconocen de-
terminantes antigénicos especificos sobre células
o tejidos blanco. Aun cuando los glicopéptidos de
virus participan en estos eventos, las proteinas vi-
rales se encuentran dentro de las células y no se
expresan a nivel de la membrana celular, pudién-
dose inducir la generacion de linfocitos T citotoxi-
cos durante las infecciones experimentales y natu-
rales, y a la vez este tipo de dafio inmunopatologi-
co no requiere la presencia del microorganismo
causal. En ocasiones el microorganismo podria ser
depurado, pero los componentes del ataque inmu-
ne contintan lesionando los elementos propios, que
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a la vez liberarian los antigenos propios o neoanti-
genos, continuandose de esta manera el dafio tisu-
lar. Un ejemplo clinico clasico lo observamos en
las encefalopatias virales en humanos, en las cua-
les el agente induce el dafio inmunolégico, pero
rara vez se aisla el agente causal.

En estudios recientes realizados en pacientes
con sarampion, quienes han padecido encefalitis
viral o panencefalitis esclerosante subaguda, se han
obtenido células mononucleares de sangre perifé-
rica y del liquido cefalorraquideo, que proliferan
cuando se cultivan con la proteina basica de la
mielina. Este trabajo in vitro corrobora otro punto
para explicar los mecanismos patogénicos induci-
dos por la proteina basica de la mielina. Finalmen-
te aplicando la teoria de la red de idiotipo-anti-
idiotipo se especula que la autoinmunidad ocurre
cuando existen determinantes virales que tienen
una configuracién molecular en espejo con la del
huésped pudiendo de esta forma inducir la enfer-
medad (77-83).

1. Produccion de anticuerpos contra el HLA-
B27. La espondilitis anquilosante y el sindrome de
Reiter son dos enfermedades reumaticas de etiolo-
gia desconocida, que tienen en comun el hecho de
tener una susceptibilidad genética relacionada con
el HLA-B27. A pesar de ello existen casos de
gemelos idénticos que difieren en la susceptibili-
dad de la espondilitis anquilosante. Existe otro
hecho y es que el sindrome de Reiter se encuentra
precedido por un discreto episodio de alguna in-
feccion de tipo gastrointestinal o genital; entre los
organismos que mas se le asocian encontramos:
Salmonella, Shigella, Yersinia en el Reiter y la
Klebsiellapneumoniae en la espondilitis (84-86).

Se ha observado que existe una alta incidencia
de Klebsiella en la flora intestinal de individuos
con espondilitis y que esto coincide con la exacer-
bacion de la enfermedad; también se ha encontra-
do un incremento de los niveles de IgA contra
Klebsiella (87).

Mientras que 80% de los casos con sindrome de
Reiter que tienen compromiso axial son B27+,
solamente el 7% de los controles sanos tienen el
B27+ por lo tanto los individuos B27+ tiene un
alto riesgo de contraer la enfermedad. Posiblemente

G. de Egea y cols.

genes localizados dentro del complejo del HLA,
codifican para una respuesta inmune que produce
susceptibilidad parala enfermedad (88).

Después de analizar la secuencia proteica del
Database (Dayhoff Databank) se notaron varias
secuencias que comparten el HLA-B27 y la Kleb-
siella pneumoniae”, entre estas secuencias se en-
contr6 una mejor homologia entre el HLA-B27,
en los residuos 72-79 y. los residuos 188-193 de la
Klebsiella. Mediante la técnica de ELISA se de-
mostré que siete de 24 sueros, 29% de los pacien-
tes con espondilitis anquilosante, presentaban anti-
cuerpos que se unian a péptidos sintéticos que re-
presentan los residuos 69-84 del HLA-B27, y con-
tienen los residuos homologos de la Kiebsiella (89).
En contraste, ninguno de los 22 individuos HLA-
B27 sanos ten2an el mismo anticuerpo (p < 0,01);
34 de los individuos HLA-B27 con sindrome de
Reiter tenian el anticuerpo que se une al péptido
sintético de los residuos 69-84. Dicho anticuerpo
estd dirigido contra la regidon hipervariable del
HLA-B27 que comparte regiones homologas con
la Klebsiella pneumoniae (90). Estos resultados
sugieren que una respuesta inmune dirigida ini-
cialmente durante la infeccion contra Klebsiella,
también reacciona contra la secuencia homoéloga
del HLA-B27, produciendo de esta forma una res-
puesta contra determinantes del huésped (91), como
se puede apreciar en la Tabla 7. A pesar de que la
teoria del mimetismo molecular explica en algo la
autoinmunidad al compartir algunos aminoacidos
homologos entre el huésped y el microorganismo
y el hecho de que esta autoinmunidad pueda per-
petuarse sin la presencia del germen causal, debi-
do a la reactividad cruzada que esta hace con el
huésped, deja muchos interrogantes tales como: 1.
En la mayoria de los grupos étnicos estudiados los
individuos con espondilitis anquilosante son B27+
(mas del 85% de los individuos estudiados), pero
la enfermedad so6lo ocurre en menos del 50% de
los individuos B27+. ;Qué pasa con el resto de
estos individuos? 2. La distribucion limitada de la
poblacion HLA B27 + (blancos, 8%; negros, 1%).
3. La discordancia de la enfermedad en gemelos
idénticos. 4. La relacion de agentes infecciosos
que afectan la flora intestinal como las bacterias
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Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Shige-
lla, Salmonella con espondilitis anquilosante, sin-
drome de Reiter y artritis reactiva.

Todas estas posibilidades antes mencionadas
suponen la posibilidad de que exista un factor que
interactue con las células B27+ in vivo y desenca-
dene la expresion de la espondilitis anquilosante
(90,91).

2. Enfermedades virales. Estudios previos
sugieren la posibilidad de que las infecciones vira-
les podrian producir una enfermedad autoinmune.
Se ha observado que algunos determinantes anti-
génicos de un virus pueden simular los determi-
nantes antigénicos del huésped. En estos casos el
anticuerpo se produce contra los determinantes
virales y puede reaccionar contra las células del
huésped. Srinivasappa y col produjeron anticuer-
pos monoclonales dirigidos contra Coxackie B,
dengue, virus de la encefalitis japonesa, coriome-
ningitis linfocitica, sarampion, rabia, estomatitis
vesicular, citomegalovirus, herpes simple y vacci-
nia. Los hibridomas se generaron después de in-
munizarratones Balb/c con dichos virus, y los
esplenocitos de raton fueron fusionados con célu-
las de mieloma multiple; cada uno de los hibrido-
mas fue clonado, y la actividad viral se determind
por un tamizado de los sobrenadantes de los hibri-
domas utilizando para ello varias técnicas tales
como: neutralizacion viral, radioinmunoensayo,
ELISA, hemaglutinacion, inmunoiluorescencia e
inmunoprecipitacion. La actividad anti-tisular se
obtuvo por un tamizado de los hibridomas clona-
dos por IFI con tejidos normales como cerebro,
pituitaria, glandulas salivares, tiroides, traquea,
timo, corazon, glandula adrenal, rifion, pancreas,
testiculo, ovario, estomago e intestino. De los 635
anticuerpos monoclonales del screening 21 fueron

Tabla 7. Homologiay reaccion cruzada entre HLAy klebsiell
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positivos contra 10 6 mas tejidos. Varios de estos
anticuerpos reaccionaron contra multiples orga-
nos y reconocieron a la vez mas antigenos en otros
organos.

Este trabajo aporta la posibilidad de que exista
un anticuerpo contra un agente infeccioso y que
dicho anticuerpo reaccione contra tejidos norma-
les del huésped; a pesar de ser una teoria nueva,
aun no existe una prueba definitiva (92).

3. Filamentos intermedios. Al utilizar anti-
cuerpos monoclonales contra la fosfoproteina del
virus del sarampion y la proteina del virus del her-
pes simple tipo I se ha observado que reaccionan
en forma cruzada contra una proteina de los fila-
mentos intermedios, como es la vimentina, la cual
tiene un peso molecular de 52.000, mientras que el
peso molecular de la fosfoproteina es de 70.000 y
la proteina del herpes es de 146.000; tanto la fos-
foproteina del virus del sarampion como la protei-
na del virus del herpes, so6lo reaccionan con los
diferentes determinantes antigénicos del filamen-
to intermedio, la proteina del virus del sarampion
no reacciona contra la del herpes (77).

Los anticuerpos contra el citoesqueleto como
en el caso de la vimentina, desmina y citoquerati-
na, podrianjugar un papel en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes; sin embargo algunas
evidencias indirectas no indican que esté relacio-
nada con los virus (93,94). Estos anticuerpos diri-
gidos contra el esqueleto cada vez se estudian mas
en enfermedades como el LES.

4. Enfermedades desmielinizantes. Existen
algunas evidencias que sugieren que la etiologia
de la esclerosis multiple y otras enfermedades
desmielinizantes tienen el antecedente de una in-
feccion viral asociada a factores autoinmunes. Un
modelo experimental para explicar este fendmeno

nitroge

P

L. . Localizacion del . N .
Péptido Origen K Secuencia de aminoacidos Anticuerpo Reactividad
No. de residuos
1. 31 HLAB27.1 69-84 AKAQTDREDLRTLLRY ++++ 0.940
2 45 Klebsiella nitrogenasa 185 - 196+ NSRQTDREDELIGGC ++ 0.259
3 43 HLAB27.1 67-84 CKAKAQTDREDLRTLLRY ++++ 1.200
4 46 HLAB27.1 68 - 83+ KAKAQTDREDLRTURGGC +++ 0.603
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ha sido el desarrollo con la enfermedad alérgica
experimental (EAE), la cual se puede producir por
inmunizacién en animales de laboratorio con teji-
dos del sitema nervioso central, o con proteina
bésica de la mielina (MBP). Fujinami y Oldstone
(77-79) han informado que la MBP y la polimera-
sa del virus de la hepatitis B producen lesiones de
EAE en los conejos. Una de las proteinas mas
abundantes del sistema nervioso central es la pro-
teolipido de mielina, la cual se encuentra embe-
bida en la membrana de la mielina; su secuencia
de aminoacidos ha sido analizada y muestra fuer-
tes evidencias que sugieren similitud entre seg-
mentos de proteinas-proteolipidos de los virus que
infectan a los humanos. Asi de esta forma los virus
podrian inducir: a) fendémenos autoinmunes por el
hecho de compartir determinantes antigénicos con
moléculas de las membranas celulares normales
de los tejidos y la induccién de anticuerpos contra
estos tejidos normales (mimetismo molecular), b)
la alteracion de la inmunorregulacion y estimula-
cion de células T citotoxicas, ¢) liberacion de anti-
genos secuestrados, d) formacion de neoantigenos
y e) susceptibilidad genética.

5. Carditis reumatica y miocardiopatia por
Tripanosoma cruzi. Una de las mejores eviden-
cias para explicar el mimetismo molecular fue
realizada por van de Rijn y col (95) al absorber
suero de pacientes con el antigeno adecuado. Esta
evidencia se obtuvo en sueros de pacientes con
carditis reumatica, al observar que el anticuerpo
contra el estreptococo beta hemolitico reacciond
con corazon normal y con corazéon de pacientes
con enfermedad de Chagas. Los anticuerpos con-
tra el Tripanosoma cruzi reaccionan contra cora-
zoén normal y nervios. Khoury y col (96), utilizan-
do anticuerpos monoclonales contra estreptoco-
cos y Tripanosoma cruzi, Cunnigham y col (97) y
Woody y col (98) han probado que éstos reaccio-
nan en forma cruzada contra los tejidos normales.

Autoinmunidad érgano-especifica

Casi siempre esta patologia se encuentra aso-
ciada a la autoinmunidad endocrina, y clinicamen-
te se encuentra relacionada con la afeccién de una
o varias glandulas debido a la presencia de un
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autoanticuerpo dirigido contra la membrana celu-
lar de los diferentes tejidos glandulares o compo-
nentes citoplasmicos de las células. La respuesta
innunolégica dirigida contra el determinante anti-
génico o epitope del tejido blanco es unica, 6rga-
no-especifica e incluso célulo-especifica.

Casi simultaneamente con el reconocimiento de
los anticuerpos anti-nucleares al comienzo de la
década de los 50, Roitt y col (99) en 1956 demos-
traron la base autoinmune de la tiroiditis de Hashi-
moto y posteriormente se pudo demostrar este
concepto en las gastritis atro6fica, anemia pernicio-
sa, enfermedad de Addison y sindrome de Schmidt
(100, 101). 18 afos después de esta descripcion,
Botazzo y col (102) demostraron por vez primera
la presencia de anticuerpos contra la célula de los
islotes (ICA) y posteriormente en 1975 (103) se
describieron los anticuerpos contra la hipéfisis.
Hasta el momento se han descrito anticuerpos
contra casi todas las glandulas endocrinas excepto
la pineal. La presencia de estos anticuerpos produ-
ce en la glandula : sintomas clinicos o subclinicos,
infiltraciéon linfo-monocitaria en la glandula co-
rrespondiente y alteracion de la secreciéon hormo-
nal (101).

Las endocrinopatias autoinmunes pueden ocu-
rrir solas o en combinacion. Se clasifican en dos
tipos: tipo I caracterizado por hipoadrenalismo,
hipoparatiroidismo idiop§tico y candidiasis muco-
cutanea cronica. Tipo II o sindrome de Schmidt
que se caracteriza por hipoadrenalismo primario
idiop8tico, diabetes mellitus tipo I, e hipogonadis-
mo primario idiop8tico (104). En ocasiones en el
tipo II se incluye la enfermedad de Graves y la
tiroiditis atrofica. Este tipo de patologia se asocia
conelHLA-B8 y DR3 en el caucasico (105). Otras
manifestaciones autoinmunes se asocian a las
endocrinopatias inmunes tales como vitiligo, mias-
tenia gravis, enfermedad cel?aca, anemia pernicio-
sa y serositis.

La autoinmunidad oOrgano-especifica puede
comprometer 6rganos blancos a través de varios
mecanismos:

a) Un proceso destructivo lento. En este tipo de
patologia el parénquima es invadido por linfocitos
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activados y citotoxicos y anticuerpos dirigidos
contra determinantes antigénicos de la membrana
celular. Como resultado de este tipo de agresion se
produce pérdida de los tejidos normales y en oca-
siones se reemplaza por tejido conectivo; como
consecuencia de ello se produce la pérdida de la
funcién fisiologica. Como ejemplos encontramos
anticuerpos contra los enterocitos (EC-Ab) en la
enfermedad de Crohn; auto-anticuerpos contra las
células de la mucosa, colitis ulcerativa; en la dia-
rrea idiopS8tica, la tiroiditis de Hashimoto, mixe-
dema primario, gastritis findica (tipo A), gastritis
antral (tipo B), enfermedad de Addison, insufi-
ciencia gonadal, hipoparatiroidismo idiopS§tico,
diabetes mellitus autoinmune, vitiligo, alopecia
arcata y alopecia universal (100-104).

b) Por estimulacion de receptores. En este tipo
de patologia se observa la presencia de anticuer-
pos que reaccionan contra los receptores hormo-
nales sobre la superficie celular, mimetizando al-
gunos de los efectos de las hormonas troficas.
Como resultado final de este tipo de mecanismo
estos anticuerpos tienen la capacidad de producir:
1. Hormonas T3 y T4 con hipertiroidismo en la
enfermedad de Graves. 2. Estimulacion del creci-
miento. Ejemplo: bocio o hiperplasia (99). 3. Pro-
duccidn de péptidos especificos y mediadores qui-
micos (106).

Adams, en 1956 (107), demostrd en el suero de
un paciente con hipertiroidismo el "long acting
thyroid stimulator (LATS)" de la enfermedad de
Graves. 30 afios después se ha podido documentar
un anticuerpo que estimula la glandula tiroides
(TSAD), que se encuentra dirigido contra el recep-
tor de TSH (TSH-R), que a la vez mimetiza la ac-
cion de la TSH, estimulando la produccion de T3 y
T4. Doniach en 1976 (108) y Drexhage en 1980
(109) han demostrado la presencia de inmunoglo-
bulinas que producen el crecimiento de los orga-
nos y por ende la formacion del bocio.

A nivel del tracto gastrointestinal se han produ-
cido auto-anticuerpos que inducen hipersecrecion
de gastrina y a la vez hipertrofia de las células
parietales.

¢) Produccién de auto-anticuerpos bloqueado-
res. En este tipo de patologia se ha observado la
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presencia de anticuerpos que compiten con los
receptores hormonales u otros mediadores. Esto
se explica a través de la imagen en espejo de la
teoria de la red idiotipo-anti-idiotipo. Un ejemplo
clasico de este mecanismo es el de mixedema pri-
mario en todas las edades, la tiroiditis atroficay la
posibilidad de anticuerpos que atraviesan la pla-
centa y son responsables de algunos de los casos
de cretinismo (101, 110-114). Entre otras enfer-
medades en las cuales se han descrito anticuerpos
antibloqueadores, tenemos: diabetes mellitus aso-
ciada a acantosis nigricans, anticuerpos contra los
receptores de la paratohormona en algunos casos
de insuficiencia renal, anticuerpos contra los re-
ceptores b2 adrenérgicos en asma; o los receptores
de la acetilcolina en el caso de la miastenia gravis.
Anticuerpos contra los receptores de la gastrina
(gastritis fundica), contra los receptores de las
gonadotrofinas (insuficiencia gonadal).

Uno de los mecanismos implicados en la pato-
génesis de estas enfermedades es la presencia de
anticuerpos anti-receptores, debido a los anticuer-
pos anti-idiotipo relacionado con la presencia de
anticuerpos antirreceptor hormonal. Es decir, el
idiotipo del anticuerpo antirreceptor hormonal
pudiera ser el sustrato para la generacion de anti-
cuerpos anti-idiotipos que tienen la misma imagen
del anticuerpo antirreceptor (101,110-114). En la
Figura 8 se explica la teoria de la imagen interna
de la red idiotipo-anti-idiotipo y las diferentes en-
fermedades relacionadas con los anticuerpos anti-
rreceptores.

Alteracion aberrante de los antigenos
de clase I y II

Estudios realizados por Pujol-Borrell y col en
1983, al utilizar preparados de células tiroideas
humanas estimuladas con fitohemaglutinina y otras
lectinas, mostraron la propiedad de las células epi-
teliales o tirocitos de expresar antigenos de clase
Il, ya que normalmente estas células son HLA cla-
se Il negativas.

Simultaneamente Hanafusa y col (116) en 1983,
en pacientes con tiroiditis de Hashimoto y enfer-
medad de Graves, encontraron un incremento en
los antigenos de clase I. Estudios realizados por
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Anticuerpo
anti-idiotipo.

/] N J—_‘ membrana celular.
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insulina. Idictipo 0 imagen interna.

-Diabetes Mellitus insulino-dependier
asociada a Acantosis Nigricans.
-Miastenia Gravis.

-Tiroiditis atrofica.

-Insuficiencia Gonadal

ENFERMEDAD:

Figura 8. Teoria de la imagen interna de la red idiotipontiidiotipo.

Botazzo y Feldman demostraron que el interfon y
(IFN) ala dosis de menos de 1 p/ml es efectiva en
inducir la expresion de antigenos de clase [ y II en
los tirocitos, sin embargo, ni la IL-2 ni el interferon
a 60 (3 incrementan la expresion de dichos antige-
nos (101, 117). Todd y col (118), utilizando dosis
bajas 5 a 10 O/ml de 9-IFN inducen la expresion de
DR pero no de las subregiones DP o DQ. Pero si
los tirocitos se cultivan con 500 O/ml de 2-IFN se
expresan todas las subregiones, es decir, DR, DP y
DQ. Utilizando ademas 2-IFN asociado al factor
de necrosis tumoral alfa o a la linfotoxina hay ex-
presion de los antigenos de clase II, pero el factor
de necrosis tumoral alfa o beta por si solo induce la
expresion de los antigenos de clase II.

Por lo anteriormente analizado, se plantea la
posibilidad de que una inapropiada expresion de
las moléculas de clase II por las células epiteliales,
sea capaz por si misma de expresar sus moléculas
de superficie y de esta manera simular ser célula
presentadora de antigeno, lo que provocaria la
produccion de células T reactivas, causando el
efecto inflamatorio.

Botazzo, Londei y Feldman (101, 115-121)
describen tres tipos de enfermedades en las cuales
existe una expresion aberrante de los antigenos de
clase I y II. Un primer grupo conformado por en-
docrinopatias autoinmunes que afectan la glandu-
la tiroides y el pancreas (tiroiditis autoinmune y
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diabetes mellitus insulino dependiente). Un se-
gundo grupo lo conforman las enfermedades in-
flamatorias del intestino y un tercer grupo en el
cual existen anticuerpos 6rgano-especifico contra
las mitocondrias en la cirrosis biliar primaria y
contra las ribonucleoproteinas Ro/SS-A y La/SS-
B en el sindrome de Sjogren primario. En estas
enfermedades es posible que las células ductales
epiteliales expresen antigenos mitocondriales en
la superficie celular.

Finalmente la expresion aberrante de las molé-
culas de clase II por los organos blancos de los
antigenos de clase I y II y la complejidad de la
regulacion epitelial de la expresion de los antige-
nos de clase I y II, explican la heterogeneidad del
curso clinico de estas enfermedades. Es posible
que exista un factor iniciador que no conocemos,
causal de la expresion aberrante de dichos antige-
nos y del trastorno de la inmunorregulacion.

Anticuerpos antinucleares
y antigenos nucleares extraibles

El objetivo de involucrar algunos antigenos
como los filamentos intermedios, los anticuerpos
antinucleares, los antigenos nucleares extraibles y
la cardiolipina dentro de esta revision, tiene una
connotacion mas que historica pues existe una re-
lacion estrecha entre estos dos antigenos y las
moléculas de clase I y II y los serotipos del com-
plemento (122).

(Qué son los anticuerpos antinucleares (ANA)?
Es pregunta habitual de los estudiantes, médicos y
residentes cuando estan frente a una enfermedad
autoinmune. Desde hace 40 afios, uno de los obje-
tivos de la investigacion ha sido determinar la es-
pecificidad de estos anticuerpos para delinear un
grupo o subgrupo de enfermedades, y asi de esta
manera se desarrollaron una variedad de pruebas
serologicas para la deteccion de estos anticuerpos.

(Cual es el papel de este antigeno y su interac-
cion con los antigenos de clase [ y II? Precisamen-
te este antigeno o antigenos, son el blanco de los
anticuerpos y de esta manera se forman los com-
plejos inmunes circulantes que tienen un papel
patogénico en la expresion de enfermedades como
lupus, enfermedad mixta, etc., en un individuo
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genéticamente susceptible.

Asi de esta forma surge la célula LE, siendo la
primera prueba seroldgica para la deteccioén del
lupus (123). Su origen se remonta a 1945, cuando
Hargraves de la Mayo Clinic, visitd a Scheicher y
Sharp del Minneapolis General Hospital y les en-
sefid una técnica para encontrar células de la mé-
dula 6sea; y en 1948 con Morton, un residente de
medicina, publicé la descripciéon de la célula LE
utilizando para ello la técnica de la concentracion
e incubaciony no el examen directo. Haserick (124)
descubrié que el suero de pacientes con lupus pro-
ducia el fenémeno LE cuando se incubaba con
médula 6sea normal; posteriormente se emplea-
ron polimorfonucleares. En un articulo clésico,
Coons y Kaplan (125) en 1950, demostraron que
el antigeno podia ser detectado por anticuerpos
fluorescentes. En 1957 Friou (126) y col y Barda-
wil y col (127) escribieron un articulo demostran-
do la aplicacidn clinica de los anticuerpos fluores-
centes o del ANA (FANA). En 1961 Beck (128)
describe los diferentes patrones de inmunofluo-
rescencia. Estos estudios de los anticuerpos anti-
nucleares marcaron un hito histoérico en el desa-
rrollo y conocimiento de las enfermedades auto-
inmunes.

Otro tipo de antigeno fue reconocido en 1959
por Deicher, Holman y Kunke (129), utilizando
técnicas de inmunodifusion, detectaron los antige-
nos nucleares extraibles o ENA. Posteriormente
se emplearon métodos bioquimicos como protea-
sas y nucleasas para digerir antigenos; esto se rea-
liz6 como un medio para determinar si los antige-
nos de interés reaccionaban con proteinas y adcidos
nucleicos, por ello se logré demostrar que la ma-
yoria de los anticuerpos.de interés reaccionaban
contra proteinas, y asi se demostr6 que la ribonu-
cleoproteina o RNP era un antigeno sensible a la
ribonucleasa, mientras que el antigeno Sm (anti-
geno Smith de un individuo con lupus) no era sen-
sible (130).

A pesar de los grandes avances de la inmunolo-
gia poco se sabia acerca de la funcidon de estos
antigenos que reaccionaban con los anticuerpos;
solo hasta 1979 Lemer y Steitz (131) utilizaron
suero de pacientes que inmunoprecipitaba con
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antigenos radiomarcados. En este procedimiento
el RNA semarc6 con P32 y la proteina con sulfuro
de metionina 35; se logré documentar que la ma-
yor parte de los ENA estd conformada por RNA y
ribonucleoproteina. La subdividieron en dos gru-
pos: Snurps = (Small nuclear ribonucleoproteins)
y el otro grupo Scyrps = (Small cytoplasmic ribo-
nucleoproteins).

Usualmente el anticuerpo reacciona contra el
determinante antigénico sobre el componente pro-
teico de esas particulas o sus complejos. Porejem-
plo, el Snurp es la particula que porta el determi-
nante RNP, y estd compuesto de una sola pieza de
RNA Ilamada Ul, la cual se encuentra rodeada de
nueve proteinas denominadas 68K, A, B, B', C, D,
E, F, G. Generalmente los anticuerpos anti-RNP
reaccionan con la proteina 68K, A y C del Snurp
(131-134).

El antigeno Sm se encuentra usualmente sobre
laproteina B y B' de una serie de Snurps. Los Snurps
que llevan el antigeno Sm contienen los RNA lla-
mados Ul, U2, U4, U5 y U6. Parece que la parti-
cula a la cual se une el anticuerpo anti-RNP es un
subgrupo de las particulas a las cuales se une el
anti-Sm (135). Otra serie de antigenos ENA son el
Ro y La que antiguamente se conocian como Ro/
SS-A y La/SS-B que se encuentran presentes en
un complejo de RNA y proteina. Posiblemente las
particulas Ro y La estan comprometidas en el pro-
cesamiento del RNA del nucleo al citoplasma. La
nucleoproteina La es una fosfoproteina que se
asocia con la transcripcion de la RNA III polime-
rasa. Se ha demostrado que algunos autoantigenos
SJT, SS-B y Ha, son autoantigenos determinantes
que se encuentran en la porcidn proteica de la
molécula, son macromoléculas similares al anti-
geno La (136, 137).

A continuacioén elaboramos una lista de algu-
nos antigenos que se encuentran definidos y que
hacen parte de algunas entidades clinicas y que se
asocian a diferentes isotipos de las moléculas de
clase I y II (Tabla 8).

Red de idiotipos anti-idiotipos
De acuerdo con la teoria de Jerne, uno de los
problemas en el proceso de la inmunorregulacion



44

ha sido la diversidad de las regiones variables, en
las cuales los idiotipos pueden mimetizar la es-
tructura de las moléculas antigénicas aparente-
mente no relacionadas. Un ejemplo de ello es el
siguiente: el sitio de combinacion del anticuerpo
A es complementario a una estructura en el anti-
geno inmunizante y a la vez el sitio de combina-
cién del antigeno B es complementario al anti-

G. de Egea y cols.

cuerpo A; por ello el anticuerpo B puede parecer
una estructura sobre el antigeno inmunizante, un
claro ejemplo de ello son los anticuerpos anti-in-
sulina. Se ha demostrado que los anti-idiotipos o
el anticuerpo B, contra los anticuerpos anti-insuli-
na AbA se unen al receptor de la insulina y asi de
esta manera se estimula la glicolisis. Aparente-
mente la regiéon variable de los anti-idiotipos es

Tabla 8. Algunos antigenos contra los cuales se producen anticuerpos en determinadas entidades clinicas asociadas a diferentes iso tipos de las moléculas clase 1y 1.

Antigeno Estructura y funcién | Enfermedad Antigeno Estructura y funcién | Enfermedad
d-DNA Acido nucleico LES (50%) 4s-6s RNA RNA nucleolar Esclerodermia (50%)
s-DNA Acid nucleico LES (70%) A.R. Lupus Centriolo Division celular Esclerodermia
sec drogas -
Laminina
Histona Cromatina LES (70%) nuclear Membrana nuclear Esclerodermia lineal
LES inducido por drogas PM-1 ? Polimiositis (10 a 50%)
90%
. " S
Sm Procesamiento RNA LES (30%) Mi ’ Polimiositis
RNA poli- Jo-1 Histidil tRNA sintetasa | Polimiositis (30%)
merasa | Transcripcion RNA LES AR.
Enfermedad mixta del PL-7 Treonil RNA sintetasa Polimiositis
tejido conectivo ) ) Transduccion de energia | Cirrosis biliar primaria,
(EMTC) Mitocondria Polimialgia Reumatica
RNA Ribo-
somal Traslacién de proteinas | LES (10%) Centrémero Division celular S de CREST, Cirrosis
biliar primaria
RNP Unién del RNA LES (30%)
EMTC (100%) Complejo macromo- Enfermedad indiferencia
Esclerodermia Me lecular RNP-Sm ? da del tejido con-
juntivo
Ul/U2Snurp Unién del RNA Fenémeno de Raynaud
Psoriasis M2
U2 Snurp Procesamiento RNA Polimiositis Antigeno : Cirrosis biliar primaria
Esclerodermia mitocondrial (90-95%)
La RNA Polimerasa Ill LES (20%) Mg8-M2 ? Curso agresivo. Cirrosis
Transcripcion S de Sicca (70%) biliar primaria
. . . 2 .
Ro Procesamiento RNA LES (30%) S. de Sicca Mi : Sifilis
70%) Bl dia- ; i
9 ( .0) oqu'e(? cardia ? Alteraciones inducidas
. co tipo congénito M3-M6 .
? por medicamentos
Ga Lupus
9 .
, M7 ? Enf. cardiaca
M ! L 20% . .
: upus (20%) Gliadina A'y Colitis ulcerativa
PCNA Divisién celular Lupus Adenovirus
i i S deSi 10% ielini
(Proliferating eSicea (10%) MBP Enfermedad desmielini-
cell nuclear
. zante
antigen)
. - Miosi dia- i Ati
Protein Activacion de la Lupus calopsrl:tae;;: I\l; Fiebre reumdtica
Kinasa I1 RNA polimerasa I EMTC .
del estreptococo
Vimenti . . .
imentina Filamento intermedio Lupus Mielina periférica S Guillian Barre
Desmina Citoesqueleto Lupus . . . . . .
Insulina Anticuerpo contra Hipoglicemia autoinmu-
Scl-70 Topoisomerasa I Esclerodermia CREST insulina ne sec a lupus, Sjgren
(20%) primario, Ataxia, Te-
langiectasia
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parecida a algun segmento o polipéptido de la
molécula de insulina y la region variable del anti-
cuerpo B es considerada como una manifestacion
de una imagen interna del antigeno externo (139-
141) (Figura 9).

Vacunas anti-idiotipicas

El principio del mimetismo idiotipico pudiera
utilizarse como un método de inmunizacion, ya
que puede simular un antigeno microbiano. Un anti-
idiotipo podria ser utilizado como vacuna, que
tendria la ventaja importante de no contener un
agente infeccioso; ademas de la facilidad de pro-
ducir grandes cantidades a través de los anticuer-
pos monoclonales anti-idiotipicos. Estos anticuer-
pos pueden inducir una respuesta efectiva de célu-
las T, mas que un virus inactivo. Finalmente, los
anti-idiotipos pueden mimetizar determinantes
antigénicos selectivos que pueden ser construidos
por ingenieria genética (138, 142). Una de las va-
cunas anti-idiotipicas desarrollada ha sido contra
el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
(142).

Los anti-idiotipos se pueden utilizar como in-
munoterapia de los canceres de células B, cuyas
inmunoglobulinas a nivel de la superficie celular
expresarian idiotipos privados. Un anti-idiotipo
puede unirse especificamente al idiotipo y causar
inhibicion del crecimiento o lisis del tumor sin
afectar los tejidos normales. En los canceres de
células B humanas, los anticuerpos anti-idiotipi-
cos han sido utilizados en leucemia linfocitica
aguda y cronica y en linfomas (142).

Las cardiolipinas

Ciertos eventos trombdticos son mas comunes,
en un subgrupo de pacientes con lupus, que tienen
VDRL falso positivo (143). Desde 1952, varios
grupos de investigadores han descrito casos de
lupus con anticoagulantes circulantes de tipo ad-
quirido. Este anticoagulante lipico se demostro,
era una inmunoglobulina que prolonga el tiempo
parcial de tromboplastina y menos frecuentemen-
te el tiempo de protrombina, por interferir con el
complejo activador de la protrombina. Este anti-
cuerpo se encontrd en los pacientes con lupus que
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Anticuerpo (AbB)

Imagen-en
% espejo.

Anticuerpo anti-insulina
(AbA)

Celula Beta del pancreas
Receptor de la insulina.

O L

Figura 9. Célula Beta del pdncreas. Recepior de la insulina.

tenian VDRL + llamaba la atencién que tenian
paraddjicamente una tendencia a la trombosis y no
a la hemorragia (144-146). La presencia de estos
anticuerpos anticardiolipinas predispone a las
pacientes a presentar abortos espontaneos recu-
rrentes, muerte fetal in Utero, trombocitopenia,
sindrome de Evans, sindrome de Snedon, hiper-
tension pulmonar y enfermedad neuroldgica aso-
ciada al lupus.

En 1983, Harris y col purificaron la cardiolipi-
na y desarrollaron un radioinmunoensayo de fase
solida para la deteccion de anticuerpos anti-car-
diolipina que es 200 a 400 veces mas sensible que
el VDRL. Inoue y col (150) notaron ciertas simili-
tudes estéricas entre la cardiolipina y el sostén de
la unién azucar-fosfato del DNA por lo cual pen-
saron que los sueros de los pacientes tenian una
reaccion cruzada con los anticuerpos anti-nuclea-
res, los cuales son responsables del VDRL falso
positivo. La presencia de este anticuerpo en los
pacientes con lupus se hereda en un subgrupo de
pacientes que constituyen el denominado sindro-
me de anticardiolipina.

CONCLUSIONES

En este ultimo capitulo hemos analizado los
mecanismos asociados a diferentes moléculas de
clase I, IT y III, haplotipos extendidos en los cuales
intervienen distintos mecanismos asociados y a la
vez participan antigenos en la expresion de la en-
fermedad.

Entre los mecanismos analizados que expresan
antigenos o epitopes, que a la vez son los blancos
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de anticuerpos naturales son el mimetismo mole-
cular, la autoinmunidad o6rgano-especifica y los
diferentes mecanismos asociados; la alteracion
aberrante de los antigenos de clase [ y II, el ANA,
el ENA, la red de idiotipos-anti-idiotipos y las car-
diolipinas como causales de enfermedad. A través
del analisis de los diferentes mecanismos implica-
dos podemos observar que algunos factores del
huésped determinan: 1. El tipo de enfermedad y la
respuesta clinica y el tiempo en el cual un indivi-
duo pudiera ser susceptible por un antigeno deter-
minado genéticamente. 2. Ciertos epitopes de las
moléculas del HLA participan en la predisposi-
cion a una enfermedad determinada. 3. El proce-
samiento de los diferentes antigenos por las célu-
las presentadoras de antigenos y la subsecuente
interaccion entre los pequefios péptidos, las molé-
culas de clase I y II y el receptor de las células T,
son ctapas diferentes pero algunas enfermedades
podrian estar relacionadas con alguna alteracion
en algunas de las etapas. 4. Es posible que el anti-
geno desencadenante de una enfermedad, esté re-
lacionado con haplotipos determinados que pue-
den variar en algunos aminoacidos de acuerdo al
grupo étnico estudiado y tener la enfermedad un
comportamiento diferente. 5. Es fundamental para
las futuras investigaciones, tratar de identificar el
antigeno blanco y los otros genes comprometidos
en la susceptibilidad para entender mejor la pato-
génesis de las enfermedades antes mencionadas.
6- La susceptibilidad de la mayoria de las enfer-
medades reumaticas tiene una fuerte influencia de
los genotipos del HLA y el tipo de herencia usual-
mente es poligénica. 7. Con las tecnologias del
DNA recombinante y su aplicabilidad en la com-
prension de estas enfermedades, va a producirse
una ayuda valiosa en el diagndstico y tratamiento
de ellas. 8. El entendimiento de las enfermedades
asociadas al HLA se ha retardado por la carencia
de modelos en animales pero la tecnologia trans-
génica disponible es una oportunidad para alcan-
zar un mejor conocimiento de las enfermedades, y
de esta manera se pensara en el futuro en la posibi-
lidad de curacion de muchas entidades cronicas
para las cuales solo disponemos de tratamiento
paliativo en la actualidad.

G. de Egea y cols.

Nueva nomenclatura de los antigenos
de los leucocitos y nuevos alelos de los genes
del CMH adoptados en el X Taller Internacio-
nal de Histocompatibilidad

El comité de nomenclatura del ultimo taller de
histocompatibilidad revisé y adiciond nuevas es-
pecificidades, identificadas por pruebas serologi-
cas y técnicas celulares. También denomindé nue-
vos genes evidenciados por las novedosas técni-
cas de biologia molecular. Para ello se basaron en
las reglas establecidas en previos talleres (151-156).

So6lo se consideraron cambios en los nombres
de los productos de los genes de los antigenos de
clase I y II.

Los datos provenientes del analisis molecular
han logrado definir e identificar el orden de los
genes en la region HLA. Se concluyé que estos
nuevos alelos que se expresan en la region HLA-D
se les pudiera designar en forma oficial sin deslin-
darse de las reglas ya establecidas y revisadas en
los capitulos anteriores. Todos los genes en esta
region son denominados con la letraD como pre-
fijo y les agregan las letras R, P, Q para designar la
subregion (subregion DR, DP y DQ). Se agregan
las letras A o B para nominar la cadena a 6 B, o la
secuencia relacionada en el caso de los llamados
pseudogenes. A lo anterior se le debe agregar un
numero cuando hay mas de un gen a 6 f. De esta
manera el gen de la cadena a en la region DQ se
denominé HLA-DQA1. Las dos nuevas subregio-
nes se denominaron DO (inicialmente conocida
como DO) y DN (anteriormente llamada DZ o DO).
La lista completa de los nuevos genes con su de-
signacion previa se halla en la Tabla 9. El orden de
los genes se muestra en una forma esquematica en
la Figura 10.

Se debe destacar que los datos de la secuencia
nucleotidica han definido una amplia variedad de
alelos. Muchas veces estos alelos corresponden a
una sola especificidad definida previamente por
técnicas serologicas o celulares. Esto ha permitido
una nueva definicion del alelo que se considera
hoy en dia como la secuencia nucleotidica del gen
incluyendo los intrones. Sin embargo, en la prac-
tica es mas importante el producto génico y su
funcion. De esta forma podemos considerar que
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Tabla 9. Nuevas denominaciones para los genes de la region HLA
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una definicion mas adecuada para un alelo ser?a la

CLASEI I CLASE Il

z=

CLASE Il |:| Seudogene

Denominacin o secuencia aminopeptidica de la proteina codifica-
Nombre . Caracteristicas moleculares .
anterior da por un gen determinado.
. A cada alelo asi definido se le dio un numero, el
HLA-E6.2K | E, "6.2" Fragmento de restriccion produ- B i R K
cido por la enzima Hind 111 cual se colocod después de un asterisco a continua-
asociado con clase I cion de la denominacion del gen. Cada alelo se
HLA.DRA | DR alfa Cadena alfa del DR identificé con cuatro digitos de acuerdo con las
siguientes reglas: los primeros dos digitos descri-
HLA-DRBI1 DRbetal. DRIB DR betal - DRI, DR3, DR4, e e ,
e s ot ben la especificidad mas cercana y los otros dos
identifican al alelo. De esta forma se intenta tanto
HLA-DRB2 DR betall, DR2B Seudogen con secuencia pareci- como sea posible mantener la relacion entre el ale-
da al DRbeta
lo y la especificidad seroldgica. Un ejemplo de
HLA-DRB3 | DR betall, DR3B | DRbeta3 del DRwS2 y Dw2d, esto se relaciona con la especificidad del B27 para
Dw25, Dw26 . .
correlacionar los hallazgos de isoelectroenfoque
HLA-DRB4 | DRbetalV, DR4B | DRbeta4 del DRwS3 de los clonos de linfocitos T y de la secuencia pep-
HLA-DQA! | DOQalfal.DQIA Cadena DQ alfa tidica: HLA-B*2701. Esta misma denominacion
se acepto para los antigenos de clase I. En las ta-
HLA-DQBI | DQbetal, DQIB | Cadena DQ beta blas 10 y 11 se muestran los nuevos nombres para
HLA-DQA2 | DXalfa, DQ2a Secuencia relacionada con la algUHOS alelos de los loci HLA-A, HLA-B y HLA-
cadena alfa del DQ D. Las especificidades o los productos génicos
. r 4 " 1
HLA-DQB2 DXbeta, DQ2B Secuencia relacionada con la obtenidos a través de las metodologlas del pOh'
cadena beta del DQ. morfismo de la longitud de los segmentos de res-
. .
HLA-DOB DObeta Cadena DO beta triccion (RFLP), y del 1soelec.troenf0que en una o
en dos dimensiones se consideraron de mucha
HLA-DNA | DZalfa Cadena DN alfa ayuda para definir fenotipos y genotipos tanto de
HLA-DPAI | DPalfal.DPIA Cadena DP alfa las especificidades conocidas como de las nuevas,
pero se concluyo6 que ellas no contribuian mucho a
HLA-DPBI1 DPbetal.DPIB Cadena DP beta . ., ,
la designacion formal. Esto podra ser de mucho
HLA-DPA2 | DPalfa2,DP2A Cadena DP alfa valor en el futuro cuando se comparen haplotipos
relacionados y agrupados en patrones definidos
HLA-DPB2 DPbeta2,DP2B Cadena DP beta j . i
por el polimorfismo de la longitud de los segmen-
DP DN DO DQ DR B C A
B2 A2 B1 Al A B B2 A2 B1 A1 B1 B2 B3 B4 A

Figura 10. Genes del complejo mayor de histocomparibilidad.

Acta Med Colomb Vol. 15 N°1 ~ 1990



48

Tabla 10. Nuevas especificidades de los alelos de los loci HLA-A y HLA-B

Nueva Denominacion
previa‘crle- Especificidad | Variante ePzr IEI-?*D
signacion
A *0201 A2 A2.1 A2.2Q3)

A *0202 A2 A22 A2.1/A2.4 (13)

A *0203 A2 A23 A2.37(13)

A *0204 A2 A2.4 A2.32(13)

B *0701 B7 B7.1 (16)

B *0702 B7 V7.2
B *2701 B27 27.1 27f (18)

B #2702 B27 272 27e (18), 27K (19), B27.2 (20)
B *2703 B27 27.3 27d (18), 277 (19)

B *2704 B27 27.4 27b (18),27C (19), B27.3 (20)
B *2705 B27 27.5 27a(18),27W(19),B27.1 (20)
B *2706 B27 27.6 —,27D(19)

*Procedimiento realizado en el X Taller Internacional.

Tabla 11. Nuevas denominaciones de los alelos de la region HLA-D.

deng\lr:fn\;acién Especificidad Especiiir:;ig?;l-gdada
DRB1 *0401 DR4 Dw4

DRB1 *0402 DR4 Dw10

DRBI1 *0403 DR4 Dwl3

DRBI1 *0404 DR4 Dwl4

DRB1 *0405 DR4 Dwl5

DRB4 *0101 DRw13 Dw4, Dw10, Dwl3, Dwl4,

Dwl5,Dwl7,Dw23

Tabla 12. Nuevas denominaciones de los alelos HLA-A.B y C.

Nueva denominacion Previa definicion
Aw74 Th,Awl9 related
Bw75 Bw62.1 (15)
Bw76 158, 154
Bw77 15T,15.2
Cw9 Cw3.1,Bw55 associated
Cwl0 Cw3.2, Bw60 associated
Cwll Cx46, Cwl+3

tos. Mientras tanto se recomendé la adopcidon de
un sistema informal de denominaciéon de estos
grupos de especificidades estimatizandolos con el
prefijow.(331)

G. de Egea y cols.

Las técnicas bioquimicas tratan en lo posible de
soportar el concepto de las nuevas especificida-
des. Quiza su principal valor sea definir aquellas
especificidades estrechamente relacionadas a ni-
vel molecular (secuencia de aminoacidos), sin
embargo, las técnicas serologicas contintan sien-
do las mas delineadas y utilizadas en la histoti-
pificacion.

Nuevas especificidades de los antigenos
de clase I

Continuando con lo establecido, las especifici-
dades de los loci HLA-A y HLA-B se definen agre-
gando un nimero a la denominacion del gen. En la
Tabla 12 se muestran las denominaciones nuevas
y transitorias para los alelos de estos loci. Aw74 es
la inica nueva especificidad del locus HLA-A. Esta
es una division del Awl9 que se encontrd princi-
palmente en la poblacion negra norteamericana.
Se identificaron tres nuevas especificidades den-
tro del loci HLA-B: el Bw75, Bw76 y Bw77 las
cuales son divisiones del B15, del Bw62.1 y una
nueva version del Bw62, la cual se encontr6 tanto
en caucasicos como en orientales. Esta ultima es-
pecificidad tiene reactividad cruzada con el Bw35.
El Bw76 se encuentra principalmente en la pobla-
cion tailandesa y hace reactividad cruzada con el
B45. Tanto el Bw75 como el Bw76 estan asocia-
dos con el Bw6.

Dentro del locus HLA-C se identificaron otras
tres nuevas especificidades, ellas son: HLA-Cw?9,
HLA-Cwl0yel Cwl 1. Las dos primeras son divi-
siones del Cw3. El Cwll esta asociado con el
Bw46.

Cambios en la nomenclatura
de loci de la regiéon D

No se definieron nuevas especificidades de los
alelos del locus HLA-DP. Esto se puede explicar
debido a que hubo muy pocos anticuerpos dispo-
nibles para su identificacion y dentro del taller no
se utilizo el panel de los "linfocitos T previamente
sensibilizados" (PLT Testing).

Se asignaron cuatro nuevas especificidades
dentro dellocus DR: HLA-DR 15, DRw 16, DRw 17
y el DRwl8. El DRwl5 y el DRw16 son divisio-
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nes del HLA-DR2. El DRwl7 incluye la mayor
parte de las especificidades originalmente defini-
das dentro del DR3 las cuales en general se en-
cuentran asociadas con el DQw2. El DR18 es una
pequena especificidad del DR3 que se encuentra
en la poblacion blanca.

A los alelos del locus DQ se le asignaron seis
nuevas y transitorias especificidades. Es de anotar
que la mayoria de estas especificidades se identifi-
caron utilizando anticuerpos monoclonales. Ellas
se muestran en la Tabla 13.

Nuevas especificidades del loci HLA-D
definidas por técnicas celulares

En adicién a las técnicas que emplean las célu-
las homozigotes para tipificar los alelos de este
loci, recientemente se han utilizado otras metodo-
logias tales como el clonaje de los linfocitos T ci-
totéxicos (PTLc y CTLc). Estas nuevas designa-
ciones se muestran también en la Tabla 13, al igual
que una lista completa de las especificidades reco-
nocidas hasta el momento.

La tecnologia recombinante del acido
deoxirribunucleico; su aplicacién en inmuno-
genética

En el periodo comprendido entre 1967 y 1972,
tres descubrimientos hicieron posible un enorme
avance en la investigacion de los desdrdenes clini-
cos, y por consiguiente en su tratamiento. El pri-
mero de ellos fue el descubrimiento de la endonu-
cleasa de restriccion que es una enzima bacteriana
que produce, por medio de la digestién enzim§ti-
ca, pequefios fragmentos de acido deoxirribonu-
cleico (ADN). El segundo fue el descubrimiento
de las ligasas, enzimas que tienen la facultad de
unir segmentos de ADN vy, el tercero, fue la cons-
truccion de una molécula de ADN mediante la
unién de un segmento de ADN humano al ADN de
un plasmido para formar "un organismo" capaz de
reproducirse en bacterias. Estos tres pilares del
desarrollo tecnologico hicieron posible el clonaje
del ADN humano y establecieron las bases para el
desarrollo de la metodologia del aislamiento y la
ampliacién en el estudio de los genes.

Desde comienzos de la época de los 70 se pro-
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Tabla 13. Lista completa de todas las especificidades reconocidas hasta la
fecha del sistema HLA.

A B c D DR DQ DP
Al BS Cwl Dwl DRI DQwl DPwl
A2 B7 cw2 Dw2 DR2 DQw2 DPw2
A3 BS cw3 Dw3 DR3 DQw3 DPw3
A9 BI2 Cw4 Dw4 DR4 DQw4 DPw4
AL0 BI3 cws Dw5 DR5 DQwS (wl) | DPwS
AlL Bl4 Cwé Dwé DRw6 DQw6 (wl) | DPwé
Awlo BIS cw7 Dw7 DR7 DQw7(w3)
A23(9) Bl6 cws Dw8 DRw8 DQWS (3)
A24 (9) B17 Cw9 (w3) Dw9 DRY DQWY (w3)
A25(10) BI8 Cwlo(w3) Dw10 DRw10
A26 (10) B21 cwll Dwll (w7) | DRwl1 (5)
A28 Bw22 Dwl2 DRwl2
A29 (wl9) B27 Dwl3 | DRwI3 (w6)
A30(w19) B35 Dwl4 DRwl4 (w6)
A31(w19) B37 Dwls DRwl5 (2)
A32 (wl9) B38 (16) Dwl6 DRw16 (2)
Aw33 (wl9) B39 (16) Dwl7 (w7) | DRwI7 (3)
Aw34 (10) B40 DwIs(w6) | DRwlg (3)
AW36 Bw4l Dwl9(w6)
Aw43 Bwd2 Dw20 DRw52
Aw66 (10) B44 (12) Dw21
Aw68 (28) B45 (12) Dw22 DRw53
AW69 (28) Bwd6 Dw23
AwT4 (w29) Bw47 Dw24
Bwd8 Dw25
B49 (21) Dw26
Bw50 (21)
B51 (5)
Bw52 (5)
Bw53
Bw54 (w22)
Bw55 (w22)
Bw56 (w22)
Bw57 (17)
Bw58 (17)
Bw59
Bw60 (w40)
Bw61 (w40)
Bw62 (15)
Bw63 (15)
Bw64 (14)
Bw65 (14)
Bw67
Bw70
Bw71 (w70)
Bw72(w70)
Bw73
Bw75 (15)
Bw76(15)
Bw77 (15)
Bw4
Bw6

dujo el acelerado desarrollo del estudio del geno-
ma humano, tanto en su estructura como en su
funcion. Inicialmente, la secuencia nucleotidica del
material genémico se pudo estudiar a través de




50

métodos indirectos, tales como la secuencia de
aminodacidos dentro de una proteina o la secuencia
nucleotidica del acido ribonucleico. Hoy la situa-
cién ha cambiado completamente; ahora es posi-
ble el estudio especifico del ADN humano me-
diante técnicas moleculares haciendo posible el
entendimiento de los complejos mecanismos por
medio de los cuales el genoma humano controla el
comportamiento bioldégico y funcional del hom-
bre (158).

La tecnologia del ADN recombinante com-
prende una mezcla de técnicas, algunas novedosas
y otras en desarrollo desde mucho tiempo atras.
Quizas las méas importantes son: la fragmentacion
del ADN con enzimas de restriccion, la hibridiza-
cioén del material nuclear en estudio, utilizando para
ello secuencias nucleotidicas, conocidas las cua-
les se han marcado con material radiactivo (sonda
de ADN) que hacen posible la identificacién de
las secuencias especificas del ADN odel ARN yel
clonaje del ADN. En esta ultima,un fragmento
especifico del ADN se integra a un material geno-
mico en replicacion acelerada, Ej. un plasmido o
un virus. De tal manera, este ultimo al inocularsele
a una bacteria o a una levadura se reproduce y se
amplifica. Finalmente el estudio de la secuencia
de los nucledtidos en un fragmento clonado de
ADN ha permitido el estudio estructural del geno-
ma; asi, de esta manera, se logro extrapolar el re-
conocimiento estructural del genoma al diagnosti-
co-de algunas enfermedades (159). De todas las
técnicas anteriormente descritas quizas la manipu-
lacion y el andlisis del ADN por las técnicas deno-
minadas "blotting" son las que tienen més aplica-
cién en el estudio de la estructura y funcion del
sistema HLA. Las mas usadas son las siguientes:
el uso de las enzimas de restriccion, la separacion
de los segmentos de ADN por métodos electrofo-
réticos, la transferencia de estos fragmentos a fil-
tros de nitrocelulosa o membranas de nylon, la
hibridizacion de estos fragmentos utilizando son-
das de ADN marcadas con material radiactivo, el
aislamiento y clonaje de los fragmentos utiles para
el estudio, la localizacién de un fragmento especi-
fico en una posicion singular dentro de un cromo-
soma dado.
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Enzimas de restriccién. Las endonucleasas de
restricion son enzimas, producidas por bacterias,
cuya funcion bioldgica es proteger a estos micro-
organismos de la invasion por ADN extrafio (160).
Estas enzimas son capaces de cortar al ADN en
sitios especificos de aproximadamente cuatro a seis
nucledtidos de longitud al reconocer una secuen-
cia especifica, produciendo pequefios fragmentos
de ADN denominados fragmentos de restriccion.
Muchas de estas enzimas han sido purificadas de
diferentes especies bacterianas y en la actualidad
existen mas de 100 de ellas en el comercio. Com-
parando el tamafio de los fragmentos del ADN que
se producen sobre una regidén genética, en particu-
lar después del uso de una combinacién de dife-
rentes endonucleasas de restriccion se puede con-
formar un mapa de restriccion genético para mos-
trar la localizacién de los posibles alelos en un gen
determinado. Los patrones de fragmentos gene-
rados por las enzimas de restriccion seran idénti-
cos en todos los alelos de un individuo y aun entre
diferentes individuos; lo anterior indjca una ho-
mologia en la secuencia de las bases del ADN, sin
embargo, este mapa de restriccion puede variar si
la secuencia es ligeramente distinta como es el caso
de los individuos con distintos alelos, mutaciones,
delecciones, inversiones e inserciones (161). Las
variaciones de los patrones que se generan refle-
jan el polimorfismo de una region gendémica dada.
El estudio por medio del cual se consiguen estas
diferencias en el genoma humano se ha denomina-
do "estudio del polimorfismo genético basado en
la longitud de los fragmentos de restricciéon". PLFR
(traducido de las siglas en inglés, RFLP) (161).

Hibridizacion de los acidos nucleicos con
sondas de ADN complementarias. Se define
como el proceso en el cual un segmento gendmico
se introduce en una secuencia de nucleodtidos es-
pecifica. Por medio de este procedimiento se pue-
de identificar y aislar un gen especifico. Se debe
recordar que una cadena de ADN o una molécula
de RNA siempre se aparea con una segunda cade-
na que posee una secuencia complementaria con
la primera; este apareamiento ocurre aun en el
evento que las cadenas no sean completamente
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homoélogas y sdlo se requiere que un 70% de sus
bases sean complementarias. Una sonda de ADN
se obtiene cuando la enzima DNA sintetasa-trans-
criptasa reversa del ARN sintetiza una secuencia
de ADN complementaria (cADN), de tal manera
que la secuencia nucleotidica del cADN es com-
plementaria a la secuencia nucleotidica del ARN,
por ejemplo una secuencia CCG (citosina citosina
guanina) en el ARN se complementara con una
secuencia (sintetizada por la enzima) GGC (gua-
nina guanina citosina) en la cADN (162). Para
evidenciar la hibridizacion se le debe adicionar un
marcador a la sonda de ADN, la mayoria de las
veces fosforo radiactivo (32P). La hibridizacion
se lleva a cabo sobre el ADN celular después de
que en éste se han separado sus dos bandas por
medio de algun procedimiento; un ejemplo es el
uso de altas temperaturas permitiendo asi el aco-
plamiento del cADN a la secuencia complementa-
ria especifica en el ADN. El procedimiento mas
utilizado en la hibridizacion del ADN es el South-
ern Blot (163).

Las técnicas del polimorfismo de la longitud de
los segmentos de restriccion y Southern Blot se
han aplicado en una forma amplia al estudio de los
antigenos de histocompatibilidad y al analisis de
los genes del complejo mayor de histocompatibi-
lidad (MHC). Basicamente esta técnica consiste
en: extraccion y purificacion del ADN provenien-
tes de las muestras a estudiar, la digestion enzima-
tica del ADN utilizando endonucleasas de restric-
cion, la fragmentacion y separacion de los frag-
mentos por medio de la electroforesis en geles de
agarosa, la transferencia de estos fragmentos a un
soporte solido (las mas utilizadas son las membra-
nas de nylon y nitrocelulosa), la hibridizacion de
la membrana utilizando cADN marcadas y, final-
mente, la visualizacion de los fragmentos a los
cuales se le ha unido el cADN por medio de la
autorradiografia (si la sonda ha sido marcada con
P32), o por un sistema de deteccion colorimétrica
como cuando se utiliza biotina-avidina, este ulti-
mo es el denominado protocolo de hibridizacidon
con materiales no radiactivos. Cuando la técnica
que se emplea es la autorradiografia, el analisis de
los resultados se evidenciara con base en un pa-
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Evidencisa del patron del polimorfismo
de la restriccion de los segmentos dei ADN

Figura 11. La metodologia del “Southern Blot” . Una visidn esquemdtica.

tron de bandas, las cuales apareceran en la pelicula
de rayos X. La Figura 11 muestra en forma esque-
matica el procedimiento.

El polimorfismo de la longitud de los fragmen-
tos de restriccion se hereda en forma mendeliana,
de tal manera que sirve no solamente para distin-
guir a dos individuos genéticamente diferentes sino
también para determinar la verdadera relacion
biologica entre dos o méas individuos.

En los ultimos cinco afios, debido a la gran can-
tidad de sondas que se han obtenido, alrededor de
1.000 (164) se ha podido identificar un alto grado
de polimorfismo en loci de los genes.

El uso de las sondas de ADN en las pruebas
de paternidad responsable. Este procedimiento
se puede llevar a cabo a partir de 10cc de sangre
periférica de cada uno de los miembros a estudiar.
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Para llevar a cabo esta prueba se requiere analizar
muestras de ADN provenientes de lamadre, el nifio
y del supuesto padre. También es necesario incluir
un control positivo que debe ser proveniente de un
individuo de quien se conoce el polimorfismo de
la longitud de sus fragmentos de restriccion; es
necesario también incluir marcadores de los cua-
les se conocen sus pesos moleculares y sirven como
guia para determinar el peso molecular de cada
uno de los fragmentos a estudiar. También debe
incluirse una mezcla de ADN proveniente del nifio
y del padre para determinar si algunos de los frag-
mentos que parecen ser de tamafio similar son en
realidad los mismos alelos.

Los procedimientos estandarizados permiten
tener un alto control en el analisis de los estudios
del ADN (164, 165). En forma muy generalizada
se puede decir que la prueba resultaria negativa si
el patron de restriccion del nifio revela una banda,
la cual no se detecta en ninguno de los dos padres
(Figura 12A). La prueba se considera positiva
cuando varias o todas las bandas del patron de res-
triccion del nifio son iguales a la de los padres
(Figura 12B). El céalculo de las probabilidades de
las diferentes combinaciones a través del analisis
estadistico, asi como también el indice de paterni-
dad se obtienen aplicando una serie de formulas
establecidas y definidas por el comité de nomen-
clatura del taller internacional en el mapeo del
genoma humano (164).

Polimorfismo molecular de los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad. El
CMH es el sistema mas polimoérfico del ser huma-
no. Esta caracteristica es uno de los aspectos mas
sobresalientes de los genes que integran este siste-
ma. El CMH se encuentra ubicado dentro de una
region del brazo corto del cromosoma 6 la cual
tiene una amplitud de s6lo 2.5 centimorgans (cM).
Este complejo se caracteriza por el marcado dese-
quilibrio de enlace genético que existe entre' los
loci de los genes de clase I y II. Entre los antigenos
de clase I, el locus HLA-A consta de 24 alelos; el
locus HLA-B (el mas polimorfico de todos) repre-
senta un total de 50 alelos, y el locus HLA-C so6lo
comprende 11 alelos. En el grupo de los antigenos
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Figura 12A. Prueba de paternidad negativa mediante la aplicacion de los
patrones de bandas de restriccion. Aquise observa que el patron de las bandas
de los segmentos de restriccion del ADN del nifio es totalmente diferente a los
del supuesto padre.

MADRE NINO SUPUESTO MEZCLA DE ADN DEL
PADRE PADRE Y DEL NINO.
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Figura 12B. Prueba de paternidad positiva mediante el uso de la metodologia
del PLSR. En el ejemplo esquematizado arriba se puede observar claramente
que tanto la madre como el supuesto padre biolégico comparten el mismo
patrén de las bandas andlogas a los alelos compartidos. En un caso como éste,
los investigadores podrian asegurar con un alto grado de certeza que el alega-
do padre es en realidad el verdadero padre biolégico.

de clase II, el mas polimorfico de todos ellos lo
constituye el grupo de los alelos del locus DR,
dentro del cual se han identificado 20 alelos. El
locus DQ posee 10 alelos y el locus DP sélo con
seis alelos descritos hasta la fecha. Este polimor-
fismo también se extiende para algunas proteinas
del sistema del complemento cuyos genes que las
codifican se encuentran ubicados dentro del siste-
ma del CMH. Los genes de estos antigenos, deno-
minados antigenos de clase III, son Bf, C4a, C4by
C2 (166, 167).

Con el advenimiento de las técnicas de biologia
molecular hemos podido aprender y comprender
en parte la complejidad de los genes que confor-
man el CMH. Hoy conocemos por lo menos el
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numero de genes que comprenden cada clase, la
reorganizacion de sus exones y entrones y en la
mayoria de las veces su secuencia nucleotidica
(168, 169). Existen actualmente 24 genes dentro
de la clase I; en cada region existe un limitado
numero de genes funcionales y otro tanto de genes
no funcionales, la mayoria de ellos son los analo-
gos de los genes murinos Qa y Tla. Para las molé-
culas de clase II existen por lo menos siete genes
que codifican la sintesis de la cadena (3 y por lo
menos uno mas para las cadenas U.

La complejidad de la region HLA-D es cada dia
mayor, aunque esta dividida en tres grupos princi-
pales de genes (subregiones, DP, DQ, DR), cada
una de ellas estd compuesta por multiples genes
funcionales de las cadenas Uy b (diversos loci).
Cuando estos loci no son funcionales se les deno-
minan pseudogenes, tal es el caso del gen DRB2
del loci DR. Ademas de las regiones anteriormen-
te mencionadas se han identificado otras tres sub-
regiones: DN, DO, DX. A los genes ubicados en
estas zonas no se les ha podido demostrar una fun-
cion biologica determinada y se piensa que ello se
ha originado a través de duplicaciones genéticas
dentro de la region HLA-D.

Normalmente en cada subregidn existe un apa-
reamiento de las cadenas Uy b pertenecientes a las
mismas, sin embargo, puede resultar la formacion
de moléculas hibridas con un mayor nivel de com-
plejidad por ejemplo cuando se aparean la cadena
U del DP con la cadena b del DQ (160).

El analisis del material gendémico en la region
del CMH, utilizando la metodologia del PLFR esta
enfocada hacia el analisis genético de la familia de
estos genes y a la determinacion de haplotipos, a
partir de la informacion de los fenotipos.

El uso de las cADN (sondas de amplia y corta
longitud) permiten generar los patrones de frag-
mentos, los cuales conllevan a interpretar la loca-
lizacion y la secuencia nucleotidica de los posi-
bles alelos cuando se correlacionan con la longi-
tud de los fragmentos resultantes. En caso de los
antigenos de clase I, el numero de bandas que se
pueden detectar varia de 15 a 25 de acuerdo con
las enzimas y sondas utilizadas (170-175). Este
dato es compatible con el nimero de genes que se
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estima para el numero de antigenos de clase 1(176).
El anélisis de la distribucion de estos patrones de
restriccion entre los haplotipos muestra que existe
un grupo de ellos, de tal manera que algunos frag-
mentos tienden a aparecer en los mismos haploti-
pos. El hecho de que estos grupos se encuentren
dentro de haplotipos, los cuales previamente se
han clasificado con base en especificidades defi-
nidas seroldogicamete, ha permitido estudiar la re-
lacion entre el polimorfismo definido a un nivel
genomico definido por técnicas seroldgicas.

El analisis de la variabilidad de los antigenos de
clase Il sellevd acabo inicialmente mediante prue-
bas celulares como el cultivo mixto de linfocitos.
Posteriormente, mediante el uso de las técnicas
seroldgicas y bioquimicas, a través de la utiliza-
cion de antisueros obtenidos de sueros de indivi-
duos sensibilizados (aloanticuerpos), con el uso
de los anticuerpos monoclonales y las electrofore-
sis de proteinas en dos dimensiones ha sido posi-
ble documentar en una forma mas extensa el poli-
formismo existente en los antigenos de clase II.

Desde el punto de vista molecular existen algu-
nas observaciones claras en la relacion funcional y
estructural de algunos de los genes de la region
HLA-D.

El gen DRBI en asociacién con el gen U codifi-
ca las proteinas para los antigenos DR 1 UDRW 15,
mientras que el gen DRB3 y el gen DR U codifica
la sintesis de la familia de las moléculas del
DRWS52. Por otro lado el DRB4 en asocio con la
cadena DRU codifica la sintesis de la familia de
las moléculas del DRWS52. Por otro lado ¢l DRB4
en asocio con la cadena DRU codifica la sintesis
del antigeno DRWS53. El analisis de la secuencia
de los acidos nucleicos y de los aminoacidos tanto
de los genes como de los productos génicos del
DRB ha mostrado que el polimorfismo reside ba-
sicamente a nivel de la cadena DRB 1, lo cual per-
mite la produccion de multiples determinantes y
por consiguiente las diferentes especificidades
funcionales para los antigenos DR.

Las variaciones al azar en una estructura gené-
tica basica estarian explicadas por el fenomeno de
la mutacion genética, bien sea multiple o unica o
bien por las conversiones genéticas debidas a las
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inserciones de secuencias de acidos nucleicos de
loci vecinos.

La seleccion natural de los genes polimorficos
sobre los genes monomorficos. En esta ultima teo-
ria estan implicados los microorganismos patdge-
nos. Es posible que estos dos tipos de mecanismos
participen en la produccion del polimorfismo. Una
imbricacion importante que resulta de las dos hi-
potesis anteriormente expuestas, lo constituiria el
grupo de sujetos en los cuales las moléculas de
clase I y Il no interactuarian adecuadamente con el
receptor de las células T (TcR), produciria una
respuesta inmunitaria inadecuada en contra de
ciertos microorganismos patéogenos. Esta carencia
de los conocimientos de los determinantes antigé-
nicos representaria lo que se conoce como "punto
ciego" dentro del repertorio de las células T. Apa-
rentemente el polimorfismo del CMH es una com-
pensacion de los puntos ciegos de las células T y
aquellos individuos que son portadores de los
puntos ciegos tienden a desaparecer.

Como se menciond anteriormente, los alelos de
las subregiones DR, DP y DQ se heredan en blo-
que. Esto debido a la corta distancia que existe
entre ellos lo cual hace casi improbable la existen-
cia de recombinacidén genética (cross over).

Polimorfismo genético y asociacion con
enfermedades. En los estudios de la asociacion
del sistema HLA con las enfermedades, el feno-
meno de desequilibrio de enlace genético en el
complejo mayor de histocompatibilidad, la mayo-
ria de las veces ha dificultado el reconocimiento
del posible locus de susceptibilidad para una en-
fermedad dada; un ejemplo lo constituye la diabe-
tes mellitus insulino dependiente, la cual se ha aso-
ciado con el antigeno HLA-DR3 cuando éste for-
ma parte del haplotipo B8 DR3 o del B18 DR3
(177). Debe destacarse que en esta entidad el alelo
del "C4 null" se encuentra asociado a ambos ha-
plotipos y debe considerarse como un posible fac-
tor genético de contribucién en la patogénesis de
esta entidad (178).

Como otro ejemplo podemos citar el caso del
DR4 que generalmente se asocia con el DQw?7.
Esto podria causar dificultad en el analisis de la
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importancia de los alelos DR y DQ en la suscepti-
bilidad a las enfermedades. Singal y col muestran
un incremento del DR4, DQw7 (anteriormente
DQw3) en pacientes con artritis reumatoidea, es-
pecialmente en el caso de la enfermedad grave,
pero otros estudios no demuestran tal incremento
en grupos de pacientes similares. Nepom y col
plantean la posibilidad de que existan diferencias
estructurales entre las cadenas (3 del DR4 que pue-
dan influenciar la interaccion entre el CMH vy el
receptor de células T, produciendo un incremento
en la habilidad de tales células para reconocer y
responder a antigenos extrafios. A través del ana-
lisis computarizado en tres dimensiones en mode-
los de lamolécula de clase II identifican una posi-
ble hélice alfa en la tercera region hipervariable de
la cadena DRB que podria estar involucrada en el
reconocimiento por las células T. Esto podria ex-
plicar el porqué un grupo de determinantes antigé-
nicos relacionados en diferentes subtipos del DR4
(especificidades celulares) pueden conferir la sus-
ceptibilidad a la enfermedad.

Las moléculas de clase II poseen pequeiias re-
giones de hipervariabilidad alélica, especialmente
a nivel de los dominios A; y B,, que varian entre
los diferentes individuos, pero estas regiones son
idénticas en las diferentes células de un individuo
determinado. El sitio donde se une al antigeno se
encuentra localizado a nivel de la regién hiperva-
riable.

Como se mencion6 anteriormente, la mayoria
de los estudios en poblacién con los diferentes
grupos €tnicos han confirmado una fuerte asocia-
cion entre el HLA-DR4 y artritis reumatoide en
70-75% de los casos. En otros pequefios grupos
raciales se encuentra una asociacion entre AR y el
haplotipo HLA-DR 1. Tratando de definir el epito-
pe responsable de la susceptibilidad a la artritis
reumatoide, utilizando para ello una serie de téc-
nicas, tales como MLR, serologia, RFLP, endonu-
cleasas de restriccion y clonos de células T, Du-
quesnoy y col a través de un aloantisuero lograron
definir un epitope en pacientes con AR con HLA-
DR4, pero también lo encontraron en pacientes
con HLA-DR1. Otro grupo de investigadores lo-
gré definir un epitope, utilizando para ello el anti-
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cuerpo monoclonal (abl09db) en 93% de los pa-
cientes con AR.

Con la ayuda de la biologia molecular Grege-
sen y col han logrado evidenciar que a nivel de la
tercera region hipervariable del primer dominio
de los subtipos DR4 (Dw4, Dwl10, Dwl13, Dw 14y
Dwl5) y del DR1 comparten una secuencia de
aminoacidos similares, especialmente los subtipos
Dw4 y Dw 14 y el tipo DR 1. Llama la atencion que
al compartir estos epitopes se ha observado una
mayor susceptibilidad a la artritis reumatoide, pero
el subtipo DwlO no parece asociarse a la artritis
reumatoide. La secuencia de aminoacidos del sub-
tipo Dwl4 y del tipo DR 1 es similary solo difieren
con el subtipo Dw4 a nivel de un solo aminoacido
en la posicion 71. En cambio estos dos subtipos
(Dw4 y Dwl4) y el tipo DR1 difieren en tres ami-
noacidos con el subtipo DwlO (Tabla 13).

Se sugiere que el aminoacido en la posicion 57
del DQB1 anivel de la primera region hipervaria-
ble del primer dominio puede ser importante en la
susceptibilidad para evolucionar hacia formas se-
veras de AR; este aminoacido es el acido aspartico
cargado negativamente en la posiciéon 57.

La genética molecular y la tecnologia del
trasplante. Después del descubrimiento del siste-
ma HLA a mediados de la década del 60 y del
éxito del trasplante renal entre gemelos idénticos,
comenzaron los programas nacionales e interna-
cionales de intercambio, con el fin de encontrar el
apareamiento de individuos comprometidos en un
trasplante. Para esa época ya se conocia que el
apareamiento de los locis A y B no tenian mayor
importancia en la supervivencia del trasplante renal
del donante cadavérico y que el locus mas impor-

Tabla 14. Seciemcoas a.ompdacodpsDW uDRI

66 67 68 69 70 71 72 73 74

Dw4 Asp | Leu | Leu Gli Gli Lys Lys Ala | Ala

Dw10 | lle . . . Asp | Gli
Dwl4 . . . . . Arg

Dwl5 . . . . . Arg
DR1 R R R R R Arg
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tante era un nuevo locus DR, el cual habia sido
descrito en trabajos que utilizaron como disefio
experimental el cultivo mixto de linfocitos. Poste-
riormente, en el desarrollo del taller internacional
de Histocompatibilidad, celebrado en 1975 en
Aarhus, utilizando una nueva técnica descrita por
Dupont y otros autores (179-181) mediante el uso
de las células homozigotes (Homozigous typing
cells: HTCs) se definieron unas series de alelos
pertenecientes al nuevo locus, denominado HLA-
D. También quedo claro que estos alelos se encon-
traban en fuerte desequilibrio de enlace genético
con los genes del locus HLA-B (181). En 1977, un
nuevo taller internacional llevado a cabo en la ciu-
dad de Oxford, mostro los resultados provenientes
de diferentes laboratorios, los cuales, utilizando
anticuerpos provenientes de sueros de multiparas,
encontraron una serie de patrones de reactividad
seroldgica, los cuales se correspondian con los tipos
de HLA-D al utilizar el panel de las células HTCs
(182). Estos nuevos determinantes identificados
serologicamente se denominaron HLA-DR para
resaltar su relacion con los fenotipos de los genes
HLA-D, estos anticuerpos que definian las especi-
ficidades Dwl, Dw2, Dw3 se denominaron DRI,
DR2 y DR3 respectivamente. Después de todo este
avance también se esclarecié que la region DR tie-
ne muy poco desequilibrio de enlace genético con
la region DP por un lado y por la region DQ del
otro lado.

En las siguientes lineas trataremos de presentar
algunos conceptos claros acerca del uso de las
sondas ADN en la region HLA-D y sus aportes
para un mejor desarrollo de las pruebas de tipifi-
cacion, después que diferentes grupos en el nove-
no taller internacional encontraron (183) este nue-
vo soporte en las técnicas de histotipificacion, otros
grupos de investigadores (184, 185) esclarecieron
que las cADN entre individuos no relacionados
genéticamente pero con homogocidad idéntica
entre el HLA-DW/DR mostraban un patréon de
restriccion idéntico (185). Estos hallazgos indican
que existe una secuencia de nucleodtidos especifi-
cos que se conserva a nivel de estos alelos y que
solo las bandas que son DR1, 2 6 4, tienen bandas
de especificidades que no tienen otros haplotipos
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(186, 187). Ademas se sabe hoy que el DR3, S5y
DRW6 se pueden agrupar de acuerdo con sus pa-
trones de restriccion. Es necesario anotar que to-
dos estos resultados se han obtenido utilizando la
cADN del DR (3 y en la mayoria de los experimen-
tos, el material gendmico fue digerido utilizando
las enzimas de restriccion BamHI1 y Pvull (186-
188). De manera analoga también se ha encontra-
do polimorfismo de los alelos del DQ en grupos de
individuos genéticamente diferentes pero con fe-
notipos idénticos, los cuales a menudo muestran
un mismo patrén de restriccion al usar las sondas
de la cadena (3 del DQ (188-189). Poco se conoce
acerca de la importancia de la diferencia de los
patrones de restriccion del DQ en aquellos indivi-
duos idénticos al locis DR que han sido sometidos
a trasplantes renales, igual se puede decir en rela-
cion con el locis DR.

Se ha especulado que la incompatibilidad DP
debe ser importante en el trasplante de médula 6sea;
este concepto ha emergido de la alta proporcion de
pacientes que desarrollan la enfermedad injerto vs.
huésped. A pesarde que estos individuos se selec-
cionan con un alto aparecamiento en los loci HLA-
A, B, C y DR entre individuos genéticamente di-
ferentes, los cuales tienen una baja o nula respues-
ta en el cultivo mixto de linfocitos, pero con una
fuerte estimulacion de PLT (190).

Existen varios puntos que deben clarificarse
antes de presentar conclusiones acerca del papel
de la biologia molecular, en el estudio de los anti-
genos de clase I y su aplicacion en la clinica del
trasplante: en primera instancia debe tenerse en
cuenta la distribucion tisular de los antigenos DR,
DP y DQ. Estos antigenos no se expresan en igua-
les cantidades ni tampoco de la misma forma en
los diferentes tipos de células de los mismos y di-
ferentes individuos (191). Por otro lado, la distri-
bucion del DQ varia en las diferentes subpobla-
ciones de monocitos (192). Otros autores también
han encontrado diferencias en la expresion de los
distintos antigenos de clase II sobre la superficie
de los linfocitos B a través de las diferentes fases
de su diferenciacion (192). Casi nada se conoce
acerca de la expresion de los antigenos DP sobre la
superficie de las células que pudieran ser de im-
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portancia en el trasplante de rifién. Por otro lado,
los niveles de la variabilidad de los genes de la
cadenaUy b del DQ demostrado por los estudios
de la técnica del ADN recombinante han excedido
las especificidades que se pueden reconocer a tra-
vés de las técnicas celulares y serologicas que se
conocen hasta el momento.

Los estudios que han utilizado técnicas bioqui-
micas han confirmado lo anterior (193). Para las
moléculas DP la situacion no es diferente, muy
poco se conoce en relacion con la expresion a los
determinantes aloantigénicos en las moléculas DP
ya que éstas no se pueden determinar con antisue-
ros; esta dificultad puede ser debido a la densidad
con que se expresan estos antigenos DP en los lin-
focitos de sangre periférica.

Posiblemente la continuidad de los estudios en
el campo del analisis molecular de los genes del
MHC permitan esclarecer la verdadera importan-
cia de estas nuevas especificidades y su aplicacion
en la escogencia del donante perfecto.

La técnica de la reaccién en cadena de la po-
limerasa del ADN. Este nuevo método ha revolu-
cionado la tecnologia del ADN recombinante,
permitiendo que los estudios se puedan hacer en
una forma mas rapida y mas sensible (194). Este
método permite amplificar material genémico de
tal manera que intenta reproducir la replicacion
natural del ADN de una manera similar a como se
da in vivo. En él, la secuencia del ADN en pocas
horas se puede amplificar un millon de veces. La
metodologia se basa en una técnica que se divide
en tres etapas, todas conducidas en una forma re-
petitiva bajo diferentes condiciones controladas de
temperatura. Inicialmente, la muestra de ADN en
estudio se somete a altas temperaturas con la fina-
lidad de desnaturalizarla y asi poder mantener las
dos hélices disociadas. A continuacion se utilizan
dos oligonucleétidos como moldes, se producira
la sintesis de dos nuevas moléculas, las cuales
contienen cada una de ellas una banda del ADN
nativo; la secuencia del nucle6tido es determinada
por la secuencia del ADN. En el tercer paso de la
técnica denominada proceso de extension, la poli-
merasa del ADN reproducira grandes cantidades
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del segmento del genoma inicialmente reproduci-
do. Actualmente la polimerasa que se utiliza es
derivada del Thermus acuaticus (188), la cual es
altamente estable a temperaturas altas. En la técni-
ca, cada ciclo comprende tres pasos: desnaturali-
zacion; apareamiento y extension. La Figura 13
intenta explicar en forma esquematica el procedi-
miento; en ella se observa claramente como el seg-
mento gendémico que se quiere amplificar después
de tres ciclos produce cantidades acumuladas re-
velantes (189, 190).

La reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
tiene varias aplicaciones en medicina clinica. Una
de ellas es su aplicabilidad en las enfermedades
genéticas (191-192), tales como anemia de células
falciformes, la fenil cetonuria, etc. Otra ventaja de
la técnica es que ella no utiliza ningun material
radiactivo, haciéndola mas accesible a los paises
del tercer mundo. Si se logra obtener suficiente
material genético después de amplificarlo éste se
pudiera colorear facilmente después de colorear el
gel con bromuro de ethidium. Esta técnica es tan
sensible,que se pueden utilizar simples hebras de
cabello (189), o la obtencidén del ADN por medio
de un frotis de la mucosa de los carrillos. En el
campo de diagnostico de las enfermedades infec-
ciosas la técnica ya se ha aplicado a la deteccion
del virus del SIDA (191) y al papilovavirus huma-
no (192). Es de esperarse que por su rapidez y su
bajo costo y poco riesgo laboral, este método se
pueda aplicar a una gran variedad de ensayos
diagnosticos en la clinica.

Es de logica considerar que la inmunogenética
y la genética clinica han comenzado a correr por
unnuevo sendero, el de la biologia molecular. Uno
de los sistemas que mas se ha beneficiado es el
sistema HLA, en el cual actualmente ha sido posi-
ble detectar, alrededor de unos 200 polimorfismos.
Con el descubrimiento de nuevos marcadores de
polimorfismo tal vez se dé un gran avance en el
campo de la asociacion del CMH con otras enfer-
medades. Es posible también que una lista de nue-
vas entidades clinicas, asociadas con el sistema
HLA, se agregue a las ya conocidas, bien sea con
la susceptibilidad o resistencia a ellas. Este tipo de
tecnologia permitird un nuevo avance en la pre-
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Figura 13. Lametodologia de la reaccién en cadena de la polimerasa del ADN.

diccion y prevencion de las enfermedades, dando
asi la oportunidad de una mejor aplicabilidad a los
conceptos de la medicina preventiva. Sin embar-
go, la maxima aplicacién de esta tecnologia, du-
rante la segunda mitad de este decenio, lo consti-
tuye la oportunidad de entender los mecanismos
fisiopatologicos de diversas enfermedades al
identificar y caracterizar, en forma exacta, el gen o
los genes responsables de la misma.

GLOSARIO
Alelo. La forma alternante de un gen que se expresa
en el mismo locus.

Alogénico. Individuos que pertenecen a una mis-
ma especie pero son genéticamente distintos.
Centimorgan. Unidad de medida que define la

distancia entre dos genes. Se puede decir que un

centimorgan equivale a 7% de recombinacion.
Codominante. El estado en el cual cada gen ex-

presa su efecto en el heterozigoto.
Centréomero. Sitio en donde el cromosoma se une
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al huso durante la division celular.

Clon. Familia de células provenientes de una mis-
ma célula ancestral. También se refiere este tér-
mino aun grupo de moléculas idénticas genéti-
camente.

Clonaje. Metodologia del ADN recombinante por
medio de la cual se hace posible clonar genes.

Delecion. Pérdida de un segmento gendémico en
un cromosoma dado.

Desequilibrio de enlace genético. Estado en el
cual dos 0 mas genes estan presentes en el mis-
mo haplotipo con una frecuencia mayor de la
esperada.

Dominios. Secuencia polipeptidica de la molécu-
la de una inmunoglobulina, la cual se encuentra
fisicoquimicamente definida por puentes de
disulfuros, estableciéndose asas que en la ma-
yoria de las veces cumplen funciones bioldgi-
cas.

Endonucleasas de restriccion. Enzima capaz de
degradar el ADN extrafio a través del reconoci-
miento especifico de secuencias nucleotidicas
en el interior de la molécula. Esta enzima res-
peta el ADN del hospedero a causa de la med-
iacion del mismo.

Entrecruzamiento. Intercambio de segmentos
entre cromosomas homologos.

Fenotipos. Los rasgos caracteristicos externos
producidos por los genes.

Gen. Factor unitario de la herencia.

Genotipo. Constitucion genética de un individuo
u organismo.

Genoma. El total del material genético de un indi-
viduo u organismo.

Genes de respuesta inmunitaria. Conjuntos de
genes pertenecientes al CMH, los cuales con-
trolan la respuesta inmunitaria a antigenos es-
pecificos (genes Ir).

Haplotipo. Es el conjunto de genes localizados en
el CMH estrechamente ligados entre si.

Heterozigoto. Tenencia de diferentes alelos en un
locus determinado a nivel de cromosomas ho-
mologos.

Homozigoto. Tenencia de un mismo alelo en cro-
mosomas homoélogos.

Hibridizacion. Es ¢l proceso mediante el cual dos
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bandas separadas de ADN interactian para for-
mar una molécula de doble hélice. Esta interac-
cidn se basa en la formacidén de puentes de hi-
drogeno entre las bases complementarias de cada
una de las bandas.

Ligasa. Enzima que cataliza la formacion de los
puentes de fosfodiesterol en el sitio de escision
de una molécula de ADN nativo.

Locus. Sitio que ocupa un gen a lo largo de un cro-
mosoma determinado.

Mutacion. Un cambio en el material genético de
un individuo, el cual se transmite en forma he-
reditaria.

Nucleétido. Es la unidad basica de los acidos nu-
cleicos. Bioquimicamente corresponde a un
nucledsido que es fosforilado en uno de los gru-
pos hidroxilos de las pentosas.

Plasmido. Se trata de una estructura de ADN cir-
cular extracromosomica, la cual se replica autd-
nomamente dentro de la célula bacteriana y no
es esencial para el mantenimiento de la célula.

Polimorfismo. Existencia de dos o mas fenotipos
distintos en una poblacion determinada.

Polimerasa. Enzima catalizadora del ensamblaje
de los rribonucleoétidos o de los deoxiribonu-
cledtidos al interior del ADN o del ARN res-
pectivamente.

Recombinacion. Es el fendémeno mediante el cual
un entrecruzamiento permite que el gameto
contenga los genes tanto de origen materno
como paterno.

Riesgo relative. Es el término que asocia a un
marcador genético con el hecho bioldgico de
presentar una enfermedad dada.

Southern Blot. Es la metodologia que permite
hacer la transferencia de los fragmentos de ADN,
obtenidos mediante electroforesis del gel a cier-
tos tipos diferentes de soportes. Los fragmentos
que se transfieren posteriormente se detectan
mediante la utilizacion de la hibridizacion con
sondas de ADN o ARN.

Sonda. Moléculas de ADN o de ARN las cuales se
encuentran "marcadas" (acopladas) radiactivas
o inmunologicamente y que se usan en los ex-
perimentos de hibridizacion para detectar la
presencia de secuencias complementarias.
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Transcriptasa reversa. Una enzima de ciertos

virus de ARN la cual cataliza la polimerizacion
del ADN a partir de un templete de ARN. Tam-
bién se le conoce como ADN polimerasa, ARN
dependiente.

ABSTRACT
Recent research on the association between dis-

ease and HLA system is discussed in this review
paper. In addition, the conclusions ofthe "Nomen-
clature Committee" of the 10th International His-
tocompatibility meeting, as well as the significance
of Recombinant DNA technology are carefully
analized. Practical clinical uses of all this complex
knowledge are minutely illustrated.
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