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RESUMEN 

La esclerosis múltiple es una enfermedad neurológica que presenta una etapa 

inflamatoria y otra degenerativa de origen multifactorial. Que produce desmielinización 

y daño neuroila! mediado por los elementos celulares y séricos de! sistema inmune 

(linfocitos. n1acrófagos. autoanticuerpos y complemento). A nivel rnundial la esclerosis 

múltiple es !a primera causa de discapacidad neurológica no traumática, en adultos 

jóvenes y afecta a las mujeres en una proporción 2:1 con respecto a los varones. En 

México la prevalencia de la esclerosis múltiple es baja (9 en 100,000 habitantes) en 

comparación con poblaciones de origen caucásico (100 en 100,000 habitantes). Sin 

embargo, desde finales del siglo pasado !a esclerosis múltiple se ha vuelto una de las 

causas más frecuentes de consulta neurológica en nuestro país. Entre los factores que 

favorecen el desarrollo de la enfermedad, la predisposición genética que se asocia con 

los genes del complejo mayor de histocompatibilidad clase II. en particular el HLA­

DRBJ*, destaca sobre los dc1nás regiones génicas asociadas con la enfermedad. 

En este estudio se detenninó !a distribución de las frecuencias de las familias alélicas 

(alelotipo) y genotipos (ambos aielotipos) del HLA-DRBJ* en 59 pacientes con 

esclerosis múltiple y en 189 personas sanas con orígenes en e! Occidente de México. Se 

encontró una asociación de los alelotipos HLA-DRBJ*J5 (P = 0.04; OR de 2.15: IC de 

1.03-4.45) y HLA-DRB1'09 (P = 0.03; OR = 6.6; !C = 1.03-52.51) con el riesgo a 

padecer la esclerosis n1últiple. Además. en el análisis de genotipos se encontró 

asociación de los diplotipos JJLA-DRBJ '151'04 (P = 0.0046: OR = 6.23; JC = 1.56-

26.49) y HLA-DRB1'041'14 (P= 0.02; OR = 5.74; JC = 1.15-31.47) con el riesgo a 

padecer dicha enfermedad. Los resultados confinnan la asociación de HLA-DRBJ * 15 

con el riesgo a padecer la esclerosis múltiple en nuestra población, tal y como se ha 

reportado en otras poblaciones del mundo. Sin embargo, en nuestra población se 

encontró además, que el HLA-DRBI *09 también confiere riesgo a padecer esclerosis 

múltiple; y que el HLA-DRBJ*04 en conjunto con HLA-DRBJ*J5 o HLA-DRBJ*J4 

tienen un efecto sinérgico que aumenta e! riesgo a padecer esclerosis múltiple. 



ÍNDICE 

LISTA DE ABREVIATURAS iv 

RESUMEN Vl 

l. INTRODUCCIÓN 

2. ANTECEDENTES 2 

2.1 Tipos de EM 2 

2.2 Diagnóstico de la EM 3 

2.3 Patogénesis de la EM 4 

2.4 El proceso autoinmune en la EM 5 

2.4.1 El inicio de la inflamación en la EM 6 

2.4.2 Proceso crónico inflamatorio y daño neuronal 8 

2.4.3 La respuesta adaptativa en la EM 12 

2.5 Ambiente, genes y EM 13 

2.6 El Complejo Mayor de Histoco1npatibilidad 14 

2.7 El gen HLA-DRBJ* y su nomenclatura 16 

2.8 La EM y alelos HLA-DRBJ' 18 

2.9 Epistasis en EM 20 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 21 

4. JUSTIFICACIÓN 22 

5. HIPÓTESIS 23 

6. OBJETIVOS 24 

6.1 Objetivo general 24 

6.2 Objetivos particulares 24 

7. MATERJALES Y MÉTODOS 25 

7.1 Tipo de estudio 25 

7.2 Universo de estudio 25 

7.3 Tamaño de rnuestra 26 



ÍNDICE DE CUADROS Y FIGURAS 

Figura l. Mapa de Prevalencia de EA1. 

Cuadro 1. Tipos de EJ\!f y sus caraclerísticas. 

Cuadro 2. Esq11cn1a de los diferentes estadios, valores y caructerísticas 
valoradas en la Escala An1plia del Estado de Discapacidad (EDSSJ. 

Figura 2. Esquema del establecimiento del proceso inflamalorio en el SNC 
que se asocia a la EM. 

Figura 3. Interacción 1nolecular entre el LT y la microglía activada durante 
la presentación del antígeno(s) procesado(s). 

Figura 4. El EV en un medio inflamatorio produce SPPI. 

Figura S. La partición sinérgica de distintos linajes celulares durante el 
proceso crónico-inflamatorio de la EM. 

Cuadro 3. Moléculas secretadas durante el proceso crónico-inflamatorio 
delaEM. 

Figura 6. Esquema del locus 6p21 .3 y las glucoproteínas codificadas por el 
M!-!C clase 1 y clase. 

Figura 7. Esquema del HLA clase ll. 

Figura 8. Ejemplo del sistema de nomenclatura de los alelos del HLA. 

Cuadro 4. Ale/os Hl.4-DRBJ* y alotipos (DR) correspondientes. 

Cuadro 5. Alelos HLA-DRBJ *y su relación con la enffnnedad 

Cuadro 6. J:,jJistasis e/lfrc los a!clotipos HLA-DRB J *y EAf. 

Figura 9. Imagen de dos soportes con SSO después de pasar por el proceso 
de hibridación. 

Figura 10. Frecuencia de los alclotipos HLA-DRBJ* en pacientes y 
población sana. 

Cuadro 7. Tipificación del HLA-DRBJ *en pacientes y población sana. 

Cuadro 8. Genotipos del HLA-DRB /* en pacientes y población sana. 

Cuadro 9. Equilibrio de Hardy-Weinberg para el locus HLA-DRBJ*. 

Cuadro JO. Análisis por .subgrupos de los 7enolipos f/LA-DRBJ*. 

2 

3 

4 

7 

8 

8 

10 

11 

15 

15 

16 

17 

19 

20 

28 

29 

30 

31 

33 

34 



(jl·.NOl Il'll·lt_ 'ACH ll\ [)L i//,/l.!Jflil/' F~ )' \CIFNT!CS ('UN 1 SCI l:ROSIS M\Jl. 111'1.E El·\JITL~l I -lffCI iP..R~~Tt: y POBl.t\CION 

Ci·:MCH.\I. lll:I OCCllll·.N·¡ L. DE \11.XIC< J 

l. INTRODUCCIÓN 

La esclerosis 1nú!tiple (EM) es definida con10 una enfenncdad autoimnune crónico­

inflanu1toria desmiclinizante del siste1na nervioso central (SNC), que se presentt1 en 

adultos jóvenes. genéticatnente susceptibks y en !a inayoría de los casos, causa 

discapacidad neurológica. Esta cnfem1edad es bifásica con una etapa inflamatoria y otra 

degenerativa, que puede presentarse en ausencia de un periodo de re1nisión u otro 

proceso inflamatorio (Lud\vin, 2006; Porras-Betancourt et al., 2007). En la mayoría de 

los casos esta enfermedad se manifiesta alrededor de la segunda o tercera década de la 

vida; afecta a la mujer en una relación de 2:1 con respecto al hombre 

independientemente de su incidencia en la población. !a cual aun1enta en poblaciones 

más cercanas a los polos geográficos (Note\vorthy et al., 2000; Fugger et al., 2009). Los 

primeros reportes sobre los daños ocasionados a! SNC, sínto1nas y características de !a 

EM fueron realizados a finales del siglo XIX (Po1Tas-Betancourt et al., 2007). 

Entre los síntoinas nlás frecuentes de la enfennedad se encuentran: la neuritis óptica 

unilateral, la 1nie!opatía no traumática.. la ataxía, la ofrnhnoplcjía intemuclear, la 

neuralgia trigéinina!, el vértigo. el signo de Lhennittc. In flacidez de miembros, 

disfunciones en general, reducción del campo visual. Ade1nás, pueden presentarse olros 

signos :Y padecimientos que reflejan el daño en las distintas regiones cerebrales tales 

con10; motoras, sensitivas. cerebelo, nervios craneales y sistema autónomo. Después de 

J 5 años del inicio de la enfennedad, el 80o/o de los pacientes con El'v1 tienen lin1itaciones 

cognosciti\·as y del 50-60% necesitan ayuda para ca1ninar. Mientras, las afectaciones 

psicológicas y cognoscitivas leves se observan desde el inicio de la enfermedad 

(Noteworthy et al., 2000; Porras-Betancourt et al., 2007~ Rinker y Cross, 2007; 

Oksenberg et al., 2008). 

En el presente estudio se determinaron las frecuencias de los alelotipos y diplotipos 

l!LA.-DRBJ*, en 69 pacientes con esclerosis múltiple recurrente-remitente y 189 

personas sana. atendidas en el Centro tvlédico Nacional de Occidente (CrvrNO-IMSS). 

Diaz B;irba l'.du~info Ign:[(:in 



GENOTIPIFICACIÓN DE Hl.A-/JRHI • E PACIENTES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMITENTE-RECURRENTE Y POBLACION 

GENERAL DEL OCCIDENTE DE MÉXICO 

2. ANTECEDENTES 

Aproximadamente 2.5 de millones de personas en el mundo son afectadas por la EM y 

en Latinoamérica se estima la existencia de alrededor de 50.000 casos. México tiene 

aproximadamente 6.800 personas con EM. En Canadá. EUA y orte de Europa. la EM 

tienen una prevalencia de 100 a 180 casos por cada 100.000 habitantes. En el resto de 

Europa y Austral ia se estima una prevalencia de 40 a 100 casos por cada 100.000 

habi tantes. En Latinoamérica. Asia y parte de África se estima una prevalencia menor de 

40 casos por cada 100.000 habitantes (Figura 1; www.atlasofms.org. 2008; Luetic. 2008: 

Fugger et al.. 2009). En el caso de México. la prevalencia de la esc lerosis múltiple ha 

ido en ascenso desde 1.6/100.000 habitantes reportada en 1970 (Alter y Olivares. 1970). 

a 12/100.000 habitantes reportada en el 2002 (Velázquez et al .. 2002). 

Figura 1. Mapa de Prevalencia de EM 

Prevalenáo Globof de Esclerosis Múltiple 

Tomado de www.atlasofms.org 

2.1 Tipos de EM 

PorlOO, 000 

.160 -180 
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• 80 - 120 

· 40- 80 

Oo-40 
O Sln deotm 

• Now <ono« 

La EM presenta básicamente dos vías de desarrollo: una caracterizada por episodios de 

remisión y rccurrencia de la enfermedad (tipo remitente-recurrente) y otra caracterizada 

por la progresión gradual del curso clínico de la enfermedad (Noteworthy et al .. 2000: 

2 
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Mun11y, 2006 ). Con hase en estas vi as dl: desarrollo se han dctcmlinado cinco tipos de 

EI\!L descriws gern.;rahncntc en el Cundro 1. 

Cuadro 1. Tipos de RA-1)- sus carac/erÍ.\'licas 

TIPO DE EM CARACTERÍSTICAS 

EJ\1 Rcmitcnte­
Rccurrente (Ei\1RR) 

EJ\'1 Primariamente 
Progresiva (E!\tPP) 

El\11 Secundariamente 
Progresiva (El\1SP) 

El\tl Progresiva 
Recurrente (EMPR) 

EM Benigna (El\IB) 

Presente en apro\iiuadamcntc el 85'Y,, de l(js pacientes. Sc caracteriza por 
prescntar periodos de remisiUn y recurrencia parcialcs o totales 
continuos entre sí. 

Presente en aproximadamente el 15"!-0 dc los pacientes. Se caracteriza por 
la ausencia de remisiones con un desarrollo lento y progresh·o de la 
enfermedad. 

Inicia como EJ\·JRR y posteriormente (meses o años) entra en una fase 
progresiva, con o sin acompañamiento de ataques. 

Presenta un periodo de remisión después de un largo periodo de 
progresión primaria. 

Presente en 15 de cada 100 pacientes con EMRR. Se caracteriza por un 
desarrollo moderado de la EM, con mi11ima discapacidad motora 
después de 10-15 afios de iniciar fa enkrmedad. 

Elaborndo con hase en: Notcworthy c1 ni .. 2000: i'.·lurray. ::'006. 

2.2 Diagnóstico de la El\'1 

El diagnóstico de EM no es scnci!lo, debido a In gran cantidad de padecimientos con 

signos y síntmnas en común con10: infecciones virales o bacterianas, otros 

padecimientos autoinmunes, deficienci<is nutricionales. anomalías estructurales y 

algun3s condiciones genéticas. Por lo que es neccs<irio apoyar el diagnóstico 1nédico con 

pruebas como: p-.-rfi! inmunológico. perfil reurnatológico y búsqueda de agentes 

infecciosos (Ponas-BctanCl)U11 el al.. 2007: Rinker y Cross, 2007). La enfermedad se 

diagnostica por 1ncdio de los crite1ios de l\ifcDon<ild, que en el 2005, fueron 

reestructurados al incorporar el análisis de líquido cefalorraquídeo (LCR) e imágenes de 

resonancia magnética (IRM) medular. Esto ocasionó modificaciones en la valoración e 

interpretación de las lesiones observadas a través de IRM medular (particularmente en 

T2); al determinar la diseminación del daño en relación al tiempo y el espacio (Polman 

et al., 2005). Esta reestructuración de los criterios de McDonald ha permitido una 

mejoría y unn rápida identificación del tipo de EM presente en los pacientes: así coino. 

confirn1ar o rccha7-ar su diDgnóstico (Rinkcr y Cross. 2007). Por otro Indo. la va!or:1ción 

Díaz Barba EduarJ(l Ignacio 
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prin1aria del diagnóstico y la progresión de J¡¡ Et\-1, se realiza por 1nedio de la Escala 

A1npliada del Estado de Discnpacidad (EDSS, por sus siglas en inglés), creada a 

n1ediados de! siglo pasado por John Kurtzk. y actunlizada hasta nuestros días. La escala 

integra los resultados de la exploración neurológica de los pacientes en sistc1nas 

neuroanatórnicos independientes y excluyentes entre si. que al ser surnados da corno 

resultado un valor nuinérico de 0-10 (Cuadro 2), que pen11Íte catalogar a los pacientes en 

un gradiente de discapacidad progresiva (Cadavid et al., 2010). 

Cuadro 2. Esqucn1a de los diferentes estadios, ralo res y características valoradas en la 
Escala An1plia del Estado de Discapacidad (EDSS) 

Escala Ampliada del Estado de Discapacidad (EDSS) 
o "' N M " ~ "' ~ "' "' o ~ N M " ~ "' ~ "' "' o 
o o o .2 o o o o o o ~ ~ ~ M M M "' M ~ M N 

'O 't 't 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O o .Q .Q .Q o o .Q .Q .Q ·º o 

t'! t; t'! t'! J; ro 
~ ~ 2 ro 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O 'O 

" ~ " ro ro ro ro ro ro ro ro tl ro ro 
w w w w w w w w w w " " " " " " " " " " w w w w w w w w w w w 

Valores de 

EDSS 0-3 4-7 8-9 10 
Pacientes 

w 
Característkas (anibíos en la exploración Con-dkionados a la graves 1-

"' valoradas neurológica inde¡>e10diente~ cap.:icid;,d dea111bulatoria sin w 
:o 

de la deamhulación del paciente movilidad ~ 

Nota: En color oscuro se marcan los estaJ10s y valores corrcspond1cntcs a las formas progrcst\'as de la 
E/l.l mientras, en claro se idcntific¡¡n los estadios;.· valor..:s recidivantes Je b enfermedad (elaborado con 
ba,;c en: C:ll{a,-iJ et u!.,:!()\ 0) 

2.3 Patogénesis de la EM 

Inicialmente. la EM se considero un desorden episódico caracterizado por el desaffollo 

discreto de focos de lesión o placos de desmielinización en la materia blanca del SNC 

con una preservación relativa de !os axones. Actualmente, se sugiere una participación 

general de la materia blanca y la materia gris con diferentes grados de daño axonal, el 

cual se relaciona directamente con el aumento de discapacidad y la transición de la 

El\.1RR a las fom1as progresivas de la enfennedad. Por lo que, la desmielinización se 

considera el aspecto más i1nportante y básico de la progresión eventual e irreversible de 

la enfermedad (Lud\vin, 2006; Murray, 2006). El dailo ocasionado por la EM en el SNC 

se distingue por Ja formación de phJcas o lesiones en la 1nateria blanca que se prolongan 

hasta !a 1n:1tcri:i gris. E::;tas ksiones se cncucnuan prin1ordiri!n1cntc en d cuerpo C<1llüsl), 

4 
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en el centrum y en los hemisferios_ así como en áreas del tallo cerebral, la medula 

espinal, los nervinos ópticos y el cerebelo. En las lesiones se puede observar 

desmielinización, gliosis (exceso de tejido fibroso formado por astrocitos), pérdida de 

oligodendrocitos en el centro y frecuentemente cicatrices con macrófagos y linfocitos. 

Además, en la mayoría de los cerebros de pacientes se ha identificado Ja presencia del 

complejo terminal del complemento: C5b-9 (Ludwin, 2006; lngram et al., 2008). 

2.4 El proceso autoinmune en la El\-1 

Los eventos exactos que suceden dentro del SNC cuando los linfocitos T (LT) activados 

entran a éste no son claros, pero se conoce que hay similitud en el proceso inflamatorio 

de Ja encefalomielitis alérgica experimental (EAE, por sus siglas en inglés) y la EM. En 

ambas se ha observado que el ataque autoinmune contra los componentes de la mielina 

en el SNC es mediado por linfocitos CD4+: Th1 y Th17 (principalmente Tu17) (Ludwin, 

2006; Goverrnan, 2009). Los linfocitos CD4+ son células capaces de crear un medio 

promotor de la inflamación a través de la de citoquinas y la coestimulación con células 

presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en inglés), además, de inducir 

citotoxicidad y tener una gran capacidad proliferativa (Dittel, 2008). Para explicar el 

origen del proceso autoinmune en la EM se han propuesto al mimetismo molecular y a la 

proliferación de linfocitos autorreactivos como posibles mecanismos causales. En el 

prin1ero, las secuencias peptídicas homólogas entre patógenos y los elementos proteicos 

de la mielina originan una reacción cruzada de los anticuerpos dirigidos a los epítopes de 

los patógenos (Sotgiu, et al., 2004; Rose y Carlson, 2007). En el segundo, el axón es 

afectado por algún agente lesivo que ocasiona degeneración de la pared axonal o daña la 

unión axón-oligodendrocito. La zona lesionada es fagocitada, procesada y los ~roductos 

presentados a los LT autorreactivos que desencadenan una respuesta autoinmune contra 

los elementos de Ja mielina, los axones y los oligodendrocitos (Peterson y Fujinami, 

2007). 

2.4.1 El inicio de la inflamación en la EM 

Se han propuesto una serie de procesos desencadenados durante el ataque autoinmune y 

el proceso neurodegenerativo de la EM. Estos procesos se basan en lo observado en 
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modelos experimentales (in vivo et in vitro), estudios de LCR e inmunohistoquímicos de 

biopsi.as y necrópsias; y son descritos a continuación. 

El ataque autoinmune contra los componentes de la mielina en el SNC inicia cuando los 

LT activados (CD4+ y CDS+) cruzan Ja barrera hematoencefálica (BHE) (Figura 2), a 

través de una discontinuidad de la misma. Después de establecerse el proceso 

inflamatorio, el paso de los demás elementos celulares del sistema .inmune al SNC es 

facilitado por las células endoteliales del vaso sanguíneo (mecanismo de adhesión), 

destacando la infiltración de linfocitos CDS+ (Ludwin, 2006; Peterson y Fujinami, 2007; 

Rose y Carlson, 2007; Frischer et al., 2009; Goverman, 2009). Una vez dentro del SNC, 

los linfocitos CD4+ activados secretan al factor estimulador de crecimiento colonial de 

granulocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) y al interferón-y (INF-y). El GI\1-CSF 

activa a la microglía, para establecer un contacto célula-célula con el linfocito CD4+ y 

producir más factores solubles en ambas células; mientras que el INF-y estimula Ja 

expresión de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus 

siglas en inglés) en el parénquima neuronal y dispara la producción de quimiocinas que 

atraen y activan a los macrófagos (Dittel, 2008; Goverman, 2009). 

En la EM la microglía activada sobre expresa CD45, MHC clase JI y B7.2 (CD86), 

moléculas que son esenciales para el reconocimiento del complejo MHC clase IJ/péptido 

por el receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) del linfocito CD4+ (Figura 

3). El linfocito CD4+ acopla su molécula CD28 con el B7.2 de la microglía, que su vez 

une su molécula CD40 con la molécula ligando para CD40 (CD40L) del linfocito CD4+ 

(Dittel, 2008). Una vez formada esta interacción inicia una coestimulación entre el 

linfocito CD4+· y la microglía por las cito quinas: factor de necrosis tumoral a (TNF-a), 

IFN-y e interleuquina 2 (IL-2) (Ludwin, 2006). 
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O activada Astrocito 

~ ~ INFy 
d) o 

TNFm 

Figura 2. Esquema del establecimiento del proceso inílamatorio en el SNC que se asocia a la EM. a) El 
linfocito CD4+ entra al SNC y produce GM-CSF y INF-y. que activan a la microglia, a los astrositos y 
células del endotelio vascular. b) GM-CSF activa a la migroglia. la cual cambia de forma hasta parecer un 
macrófago: e) La microglia activada localiza y fagocita un área axonal dañada. mientras INF-y estimula la 
expresión del MHC clase 11 en ella. d) La microglia procesa y presenta el antígeno al linfocito CD4'. que 
reacciona ante el al generar el ambiente inílamatorio (TNF-a e INF-y) y promover la proliferación de 
Linfocitos (IL-2) (elaborado con base en: Ludwin. 2006: Peterson y Fujinami, 2007: Dittel. 2008: 
Goverman. 2009) 
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Figura 3. lnieracción molecular entre el L T y la microglía activada. durante la presentación del 
antígeno(s) procesado(s). (elaborado con base en: Dittel. 2008: Goverman, 2009). 

2.4.2 Proceso crónico-inflamatorio y daño neuronal 

Al establecerse el proceso inflamatorio la BHE sufre una serie de alteraciones que la 

vuelven dis funcional y la conducen a mantener el proceso crónico-inflamatorio. Los 

factores que afectan a la BHE son: el fNF-y. la interleuquina IP ( IL- IP) y e l factor de 

crecim iento endotel ia l vascular-A (VEGF-A. por sus siglas en inglés): e l IN F-y estimula 

la expresión de moléculas de adhesión en el endotel io vascular (EV): mientras que la IL-

1 p y el VEGF-A incrementan la permeabilidad de la BHE (Rose y Carlson. 2007: Dittel. 

2008). La inflamación induce en el EV, la expresión de osteopontina o fosforoprote ína 

secretada 1 (SPP 1. por sus siglas en inglés). que es li berada al área peri vascu lar del vaso 

sanguíneo (Figura 4). 

SPPl 000 rf::\ SNC 

:--..U Citocinas 

~ .. a@-~ 
Figura 4. El EV en un medio inflamatorio produce SPPI. La SPPI se une a la a4¡31-integrinas del L T. 
promoviendo la degradación de li:Ba (inhibidor de NF-i:B) e inactiva a FOX03A: además. de promover la 
producción de IKK¡3, que intensifica la transcripción de NF-i:B (elaborado con base en: basado en: 
Steinman. 2009). 
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La SPPJ se une a las a4pl-integ1inas de los linfocitos CD4.,. estin1ulando la expresión de 

citocinas proinflamatorias y la transcripción de NF-KB (molécula de supervivencia 

celular) c inactivando a FOX03A (molécula proapoptótica) (Steinman, 2009). Mientras 

que Ja producción de TNF-o:, IFN-y, IL-2, IL- 6, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, factor 

transfonnador del crecimiento PI (TGF-BL por sus siglas en inglés). linfoioxina. C3a. 

óxido nítrico (NO), ácido glutáinico y especies reactivas de oxígeno tiene un efecto 

sinérgico en el 1nantenimiento del proceso inflamatorio y el daño neurona! (Cuadro 3 y 

Figura 5). 

La inflamación altera la homeostasis del ácido glutámico, que favorece la producción de 

óxido nítrico. inhibe la remielinización axonal y afecta el nletabolismo energético 

(síntesis de ATP), al dailar la actividad del crnnplejo enzimático en la cadena 

transportadora de electrones (Chang et al., 2002; Dutta y Trapp, 2007). E! daño 

oxidativo en oligodendrocitos, axones y neuronas en la EM puede desencadenar la 

apoptosis o la producción de cpítopes que contribuyen al proceso nutoinmune­

neurodcgenerativo de la enfermedad. Adeinás, la acu1nu!ación de los fosfolípidos 

oxidados en axones puede ocasionar distrofia del trasporte axonal en conjunto con la 

acumulación anonnal del precursor de proteína amiloide (Haider et al., 2011). Por otra 

parte, Ja sobre expresión de canales iónicos sensibles a voltaje Nuvl.6 en la microglía y 

Jos mucrófagos se relaciona con su acti\'idad fagocitaria y en los axones dallados se 

coexpresa con los intercambiadores Na"'"/CaH, condición que produce un flujo continuo 

de sodio y la acmnulación deletérea de Ca 4 + en la neurona (Craner el al. 2004: Peterson 

y Fujinami, 2007). Mientras, en astrocitos la sobre expresión de los canales iónios 

sensibles a voltaje Navl.5 y GFAP tiene relación con la secreción de quimiocinas. 

citocinas y la formación de la cicatriz glíal en el SNC (B!ack et al.. 20 l O) 
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Y!(;; TNFa 

Macrófago 

d) lV 
Microglía 

b) 
INFy VEGF-A 

G IL-2 

IL-lp •)* 
Astrocito 

f) 

INFy 
1 

figura S. La panición sinérgica de distintos linajes celulares durante el proceso crónico-inflamatorio de la 
EM. a) La BH E pierde Ja capacidad de regular el paso de elementos celulares del sistema inmune en el 
sistema circulatorio hacia el SNC, por efecto de la secreción INF-y. VEGF-A b) La secreción de TNF-a 
por microglia y Jos L T induce Ja migración de CD4• al SNC. c) La propagación monoclonal de linfocitos 
cos• es inducida por IL-2. d) La microglia induce Ja secreción de VEGF-A y secreta TNF-a . e) El 
astrocito activa la secreción de VEGF-A por el efecto de JL-1 ~- f) La secreción de INF-y al parénquima 
cerebral induce la expresión de MHC clase 1 en oligodendrocitos y neuronas (elaborado con base e n: 
Pathak y Palan, 2005: Rose y Carlson, 2007_ Dinel. 2008: Goverman, 2009). 
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Cuadro 3. Moléculas secretadas duran/e el proceso crónico-inflantatorio de la EM. 

Molécula Tipo Origen Efecto 

TNF-a 

IFN-y 

IL-l(J 

IL-2 

IL-6 

IL-12 

IL-17 

JL-21 

IL-23 

VECF-A 

TGF-J) 

Linfotoxina 

º' 
Oxido nítrico 
y ERO·s 

Ácido 
gluhímico 

Citocina 

Citocina 

lntcrleuquina 

Jnterleuguina 

Interleuquina 

lntcrlcuguina 

Interleuquina 

lnterleuquina 

lntcr!euquina 

lnterleuquina 

Factor de 
crecimiento 

Factor de 
crecimiento 

Citocina 

Quimiocina 

Radica! libre 

Neurotrasmisor 

Diaz B;irba Edu~irdo lgn'1cio 

CD4+ 
Endotelio 
\"ZISCU!ar 
Microglia 
Mao::rófago 
CD4+ 

Microglí;i 
J\-facrófago 

CD4+ 

Microglí:i 
Macrófago 

Macrófago 

Microg!ía 
J\-1acrófago 

Th 1; 

Thu 

Microglía 
Macrófago 

Astrocitos 

Linfocitos 

LT 

Neuronas 
Astrocitos 

Microglía 
J\-1<.icrófogo 

Microglía 
LT 
Astroeito.~ 

Desencadena la migr<.ición de CD4+ del espacio 
perivascular al SNC e induc¡,;ión de apoptosis en 
oligoden<lroci1os y neuronas {Dittel, 2008: Goverman, 
2009). 

Estimula la expresión las moléculas de adhesión en el 
endotelio vascular, dispara la producción de 
quimiocinas para macrófagos y monocitos (Dittcl, 
2008; Goverman, 2009). 

[ncrementa la permeabilidad de la BHE e induce b 
producción de VEGF-A {Rose y Carlson, 2007). 

Estimula la proliferación de L T (Pathak y Palan, 2005). 

Tiene un p01pel clave en la diferenciación Th11 (Ser::id:i 
et al., 2008). 

Actividad quimiotáctica para monocitos (Ramos­
Ccjudo y Orej:i-Guevara. 2010). 

Proinflamatoria, activa Th 1 y NK, aumenta la respuesta 
de Th

1
, acción sinérgica con IL-8 e induce b 

producción de JNF-y {Pathak y Palan, 2005; Ramos­
Cejudo y Oreja-Gticvara, 2010). 

Regula la producción de !L-23 y IL-21, induce la 
producción de quimiocinas proinflamatorias y 
promueve la infiltración de células inmunes al SNC 
(Dittel, 2008). 

Aumenta su actividad autócrina (Ramos-Cejudo y 
Orcja-Guevara, 2010). 

Induce Ja diferenciación y segregación de Th 1í (Rose y 
Carlson, 2007; R<.imos-Cejudo y Oreja-Guevara, 2010). 

Altera la permeabilidad de la Bl!E (Rose y Carls:m, 
2007) 

Impide: la maduración de las células progenitoras de 
oligodendrocitos (OPC) y promueve la diferenciación 
de Thli (Dittel, 2008; ]mi tola et al.. 2006). 

Induce Ja apoptosis en oligodcndrocitos y nettronas 
(Dittel, 2008) 

Actividad quimiotáctica en macrófagos y microglía 
(lngram et o!., 2008). 

Daño a,'(onnl (Du!la y Trapp, 2007). 

Excitotoxicid:id (Dittel, 2008) 
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2.4.3 La respuesta adaptativa en la EM 

En tejido cerebral, LCR y suero sanguíneo obtenido de pacientes con EM se han 

identificado autoanticue1110s (aAc) dirigidos contra cpítopes de la proteína de 

protcolípido (PLP, por sus siglas en inglés), la proteína básica de inielina (MBP, por sus 

sigbs en inglés}, la glucoproteina midoide de o!igodendrocitos (MOG, por sus siglas en 

inglés}, la rubulina y los neurofil::unentos (Lud\vin, 2006; Peterson y Fujinaini, 2007). L1. 

PLP y MBP son las proteínas más abundantes en las vainas de mielina del SNC; el PLP 

es requerido para el n1antenimiento axonal independienten1ente de su papel durante la 

formación de la mielina; la función primaria de la !\1BP es mantener la compactación de 

la vaina de mielina y mantener la integridad axonal (Musse et al., 2006; Dutta y Trapp; 

2007 Goverman, 2009). Mientras, MOG forma parte de la 111e1nbrana plasn1ática de 

oligodendrocitos, que recubren varios segmentos de axones con mielina; así como, de 

soportar la actividad y estabilidad neuronal (Dittel, 2008). Además. los aAc dirigidos 

contra epítopes de MOG y I\1BP, se encuentran en concentraciones elevadas en LCR y 

suero sanguíneo de pacientes con fo1mas progresivas de la enfermedad (EMPP y 

EMSP). donde se ha establecido una correlación entre el auinento de concentración de 

estos aAc y el grado de progresión de la enfermedad, principalmente para los a.A..c 

dirigidos a epítopes en MOG y para la región aminoacídica 130-156 de la MBP (Musse 

et al .. 2006: Zhou et al., 2006; Belogurov et al. 2008). 

A pesar de la presencia de a/\c en pacientes y el uso de su identificación para e! 

diagnóstico de la enfennedad; nsí coino. de la identificación de linfocitos B (LB) en 

tejido cerebral, LCR y suero sanguíneo obtenido de pacientes con EM, la contribución 

de LB reactivos específicos a n1ielina en el desarrollo de la EM es poco conocida 

(Lud\vin, 2006; Rinker y Cross, 2007; Belogurov et al., 2008; Frischer et al., 2009). Sin 

embargo, recientemente, se ha reportado una correlación entre población clona! de LB 

en meníngcs y LB infiltrados a! SNC, lo que sugiere que la maduración y propagación 

de LB autoreactivos se localizan en áreas extra parcnquimales del SNC (nodos linfoides 

periféricos o n1eníngeas), desde donde subsecuentemente se difunden a través de! LCR a 
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diferentes loc<Jli<lades del SNC, para cont1ibuir al daño tisular de la lesión ncciva (Lovato 

et al., 201 J). 

2.5 Ambiente, genes y EM 

Los estudios de EM han encontrado un grado de asociación positiva o negativa de la 

cnfennedad con factores ainbicntal~s y gen0ticos. Por lo cuaL además de tener una 

predisposición génica, uno o n1ás de los eventos arnbienta!es de riesgo (asociación 

positiva) son necesarios para el desarrollo de la enfermedad (Fugger el al., 2009; 

Goodin, 2009; Ramagopalan y Ebers 2009b ). 

La influencia an1biental (IA) puede suceder en una o varias de las etapas de la vida: pre­

postnatal (primera JA), niñez-adolescencia (IA del naci1niento a la juventud) y adulto 

(!A que desencadena los padecimientos clínicos de la enfermedad) (Goodin, 2009). 

Entre los factores ambientales de riesgo para la EM se ha reportado el vivir en latitudes 

más cercanas a los polos geográficos y las infecciones virales y bacterianas; destacando 

los vin1s EBV (virus Epstein-Barr), HHV-6 (herpes-virus 6 humano) y HSV-l (herpes­

virus simple). tvfientras que como factor protector o de asociación negativa, se ha 

descrito a la relación entre exposición solar y concentración de vitainina D (Sotgiu, et 

al., 2004; Ebers, 2008); principalmente en la etapa pre-posnata! y como posible 

prevención durante la etapa juventud-adultcz en personas genéticamente susceptibles 

(Ramagopaln.n, et al., 2009a: McDo\vclL et a!., 2010; St;:iples, et al., 2010). 

Por otro lado; entre los factores genéticos se han reportado alelos de genes que codifican 

proteínas neuronales e ininuno!ógicas, de los cuales, dest;:ica la región génica del 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MI IC, por sus siglas en inglés). Al 

proporcionar un riesgo más elevado de desarrollar EM que otra región génica conocida 

(Fugger et al., 2009; Ramagopalan, et al., 2009). Esta relación de riesgo con !a 

enfermedad del MHC es constante en la mayoría de las poblaciones donde se ha 

estudiado, con un valor odds ration (OR) de 5.4 para el desarrollo de EM (DeLuca et al., 

2007; Chao et al., 2008). Los valores OR representan el riesgo que confiere llevar una 

variante génica dctern1inada para desarrollar una enfennedad específica. Los valores:;::: O 

in1plic~ un asticiaciún nc~~tiva o efecto protector a la cnfcrmcdJd. el v<i!or 1 irnplica una 
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asociación neutra y los valores > 1 implican una asociación positiva a la enfennedad. 

donde el riesgo aumenta proporcionalmente al valor del número (Fugger et al., 2009). 

2.6 El Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

La región génica del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en 

inglés) se nombro así, por sus peculiares características. Primero, el término complejo se 

le otorgó porque está conformada por numerosos loci estrechamente relacionados entre 

sí y con subfunciones diferentes. Mientras, que los términos mayor e 

histocompatibilidad se refieren al papel fundamental que tiene en el rechazo de 

trasplantes (Pathak y Palan, 2005). 

Los genes de la región génica del MHC (Figura 6), también conocida como Antígeno 

Leucocitaria Humano (HLA, por sus siglas en inglés) se localizan en el brazo corto del 

cromosoma 6 en el locus 6p2 l .3 y abarca alrededor de 4 Mb con 150 genes 

aproximadamente (Oksenberg y Hauser, 2005; Schmidt et al., 2007). En el extremo 

cercano al telómero se encuentran los genes de clase l (HLA-A y HLA-B), mientras en la 

región próxima al centrómero se encuentran los genes de clase JI (HLA-DR, HLA-DP y 

HLA-DQ) y en la región intennedia se encuentran los genes de clase III (Barcellos et al., 

2006) (Figura 6). 

Las regiones génicas del MHC clase I y ll, poseen zonas polimórficas en los exones 2 y 

3, y los productos de ambas regiones génicas son glucoproteínas de superficie celular 

que intervienen directamente en el reconocimiento inmunológico de las células 

(Oksenberg y Hauser, 2005; Barcellos et al., 2006). Los genes de la región HLA clase II 

codifican glucoproteínas, que se estructuran en un co_mplejo heterodimé,rico (Figura 7) 

formado por una cadena a y una cadena p, a su vez cada una tiene un dominio 

transmembranal y dos dominios extracelulares (al, o.2 y p1, P2) que se alinean y 

confrontan, para generar un espacio a nivel de los dominios al y P1 donde se incorpora 

el péptido procesado por las células presentadoras de antígeno (APC, por sus siglas en 

inglés) que muestran el antígeno principalmente a linfocitos CD4+ cooperadores (Pathak 

y Palan. 2005). 
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p ~ 6p21.3[ Close 1 1\ CJoselll 

-
0 
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Mb 

B 
Cromosoma 6 

{
HLA-A ~'. 
HLA·C - .ll'\'>i'~:f(:i; 
HLA-B .. ~~· ~ 

{ 
TNF,C2, ,:,.~ 

C4,CYP21 .. cf:..~.-.'" HLA-DR .. ·~ ',. ~1S' 
J HLA-DQ - ~·. _",-:J L HLA-DP ;:;.·~1 .. f~~ 

Glucoproteinas 

Figura 6. Esquema del locus 6p21.3 y las glucoproteínas codificadas por el MHC clase 1 y clase Il 
(elaborado con base en: Oksenberg y Hauser, 2005; Barcellos et al., 2006). 

Superficie membrana! de APC 
Figura 7. Esquema del HLA clase II. En color claro se observa la cadena ~y en color oscuro u la cadena 
a, así como, a sus subunidades correspondientes. En la parte superior se observa el espacio generado por 
la interacción de los dominios ~! y «! para la incorporación del antígeno procesado por alguna APC 
(elaborado con base en: Pathak y Palan, 2005). 
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GENOTIPIFICACION DE 1-//~1-IJ/l/i/• EN PACIENTES CON ESCLEROSI MU LTIPLE REMITE:-.'TE-RECURRE rE Y POBLACJO).! 
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2.7 El gen HLA-DRBI* y s u nomenclatura 

El gen !ILA-DRBI* codifica al domin io PI (antes mencionado) o DRBI del MHC clase 11. 

este gen presenta varios alelos (1.01 7) que pueden codificar alguna de las diferentes 

isoformas del péptido. Las variaciones en la secuencia de aminoácidos en la DRB 1 

determinan las capacidades de unión y presentación del antígeno(s) que pueden 

desencadenar la enfermedad por el MHC clase 11. Por lo que. los alelos 1-/LA-DRB /*se han 

relacionado estrechamente con la susceptibilidad a padecer EM (Ramagopalan. et al .. 

2009b: Ramagopalan y Ebers. 200%: \1ww.hla.alleles.org. 2012). Los alelos del !ILA­

DRB I * se nombran (Figura 8) de la siguiente fo rma: los primeros dos dígitos designan la 

familia alélica (alelotipo). determinada por el antígeno serológico o alotipo (producto 

proteico de un alelo que puede ser antigénico en miembros de la misma especie: cuadro 4). 

El tercero y el cuarto dígitos designan diferencias en la secuencia de nucleótidos de la 

fam ilia alélica. que cambian la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada. El 

quinto y sex to dígitos designan variaciones de un nucleótido (S Ps. por sus siglas en 

inglés) en las regiones codi ficantes (RCs). El séptimo y octavo dígitos designan variaciones 

presentes en las regiones intrónicas 5'y 3· no codilicantes (RNCs). Además. se separa cada 

set de dígitos por dos puntos y seguido. La diagonal (/)separa un alelo del otro presente en 

el mismo /oci y el punto y coma (:)separa los alelos de diferentes /ocus en un haplotipo 

(lloldsworth et al .. 2009: Ramagopalan y Ebers. 200%: Marsh et al .. 201 O: unes et al .. 

2011 ). 

Región 
génica 

Sub-Región Variaciones en 

~· _. - ~ · . '-

\

Sub-Unidad _ RNC 

i e _ ...... ~ 
,-1-, r1i 
HLA-DRB1*15 @10l01 

/ t Al~ipo 
Cadena 

y 
Locus 

peptídica 
(13) 

SN?s si nómicas 
en RC 

Fi::ura 8. Ejemplo del sistema de nomenclatura de los alelos del HLA (elaborado con base en: Jloldsworth el 

al. . 2009). 

16 
Diaz Barba Eduardo Ignacio 



<;1-:NOTll'IFICACl<°l'.'J IJl·. /tl:l-/.J/lill' l:f'< PACIFN l 1 S CO'.'J ESCL[l\(lSIS ~TIJLTlí'UO IU:MI 1U\-¡1 -RH "( 'RRI e-: IF Y l'UlllACIOi'\ 

GFNFR.-\J. UEI. ! ll 'l"llll·'-: 1 E !ll' Mi-:.\ll"O 

Cuadro 4. Alelos f!LA-DRBJ* y aloripos (DR) correspondie11fes 

*Ol:Y DRI 
*01:03 DRI03 
*Ol:X Desconocido 

*03:Y DRI7(3) 
*03:02, :03 DRl8(3) 

*03:Z DR3 
*03:X Desconocido 

*04:Y DR4 
*04:8/IV Sin expresión 

*04:X Desconocido 
*07:01-:04, :09 DR7 

*07:/0N Sin expresión 
*07:X Desconocido 
*08:Y DRS 
*08:31 DR11(5) 
*08:X Desconocido 

*09:01, :05 DR9 
*09:X Desconocido 
*16:Y DR16(2) 
*16:03 DR2 

*J6:13N Sin expresión 
*16:X Desconocido 

X= cualquier suhtipo no e~recificndo 
*<Jl: }' = *0/:()1, :02. :04. :07, :09,: J 3. 
*03:Y= *03:01. :04, :10, :/J. :43 
*03:Z= *03:05-:07, :12, :14. :15. :23. :36. :41J 

*10:01 
*10:02,-:03 

*ll:Y 
*l l:X 

*12:01-:03, :05, :06 
*12:X 

*13:Y 
*13:54 
*!3:X 
*J4:Y 
*14:03 
*14:04 

*14:16-:18 
*14:15 
*14:53 

*14:92N 
*14:X 

*15:01-:07 
*15:08 

*15:17N 
*!5.-X 

*04: y= *04:01 : j l. : J 3-: 17. : 19-:26. :28. :29. :31. :32, :42. :64 
*OS-Y= *08:01<07. :09-:12. :14. :16. :17 

DRIO 
Desconocido 

DR11(5) 
Desconocido 

DRl2(5) 
Desconocido 

DR13(6) 
DR14(6) 

Desconocido 
DR14(6) 
DR1403 
DRJ404 

DR6 
DR8 

DR13(6) 
Sin expresión 
Desconocido 

DRl5(2) 
DR2 

Sin expresión 
Desconocido 

*ll:Y= *11:01-:09, ·/OJJ2. :11. :13-:16 . .-!9-:21. :23. :25-::!7. :_1 9, :37. :51 
"13:Y~ *13:01-:0S, :10-:14. :16-:20, :22, :27. ::!9 :36. :42, :52. :57, :66 
*/4:Y""' *14:01. ·02. :05-:08, :10-:14. :19-:22, :26. :27. :29. :49. :5fJ, :60 
*16: 'i = * 16:01. :02, :04. :05 :09 

D1;1.-: !3arha f:JuanJo lgn;,icio 
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2.8 La El\-1 y alelos llLA-DRBJ·-'·· 

El locus HLA-DRBJ * de la región génica del MHC posee la tnayor asociación con la 

susceptibilidad o resistencia a la Et-.1 (Lincoln et al., 2005). En varios estudios se han 

determinado los alelos del HLA clase 11 que .se relacionan con el desarrollo de la EM en 

su población (Cuadro 5). En la 1nayoría de estos estudios, el alelotipo HLA-DRBJ*J5 se 

ha asociado con el riesgo de padecer EM y en alf:,runas poblaciones, tainbién !os 

alelotipos HJ,A-DRB1*08, liLA-DRBJ*03 y HLA-DRBJ*04 se han relacionado con 

dicho riesgo. Por otro lado, el alclotipo HLA-DRBl*OI se ha considerado co1no 

protector contra la EM por mostrar una relación negativa con la enfermedad .. Además. 

otros estudios (Fusco et al., 2001; Weatherby et al., 2001; Zabay-becerril et al., 2004: 

Oksenberg y Hauser, 2005; DeLuca et al., 2007; Sn1estada et al., 2007; Hafler et al., 

2007; Ramagopalan et al., 2007; Ramagopalan. et al., 2009b; Sombekke et al., 2009) 

han reportado la asociación positiva del alelotipo HLA-DRBJ * 15 con: 

La progresión rápida de la enfermedad (EMPP) 
Una frecuencia elevada del alclotipo en n1ujeres 
La respuesta favorable al tratamiento con acetato de glatirámero (conocido 
también como copo!ímcro l o copaxone) 

• El inicio temprano de la enfennedad 
• Una frecuencia elevada en familias con EM 

La presencia de SPNs relacionados con la enfennedad en su locus 
• La sobre expresión del MHC clase 11 disparado por 1.25-dihidroxidada vitan1ina 

0 3 (1,25(0HhD) en concentraciones elevadas 

En pacicntes que poseen el alelotipo f!LA-DRBJ *04 (Weatherby et al., 2001; DeLuca et 

al., 2007; Hoffi:nann et a!., 2008) se ha observado una asociación con: 

La EMPP 
• La progresión lenta de la enfermedad (EMB) 
• La producción de anticuerpos (Ac) a INF-~ 

Por otra parte, el alelotipo HLA-DRBJ*Ol en pacientes con EM se ha asociado con el 

desarrollo de la EMB (DeLuca et al., 2007). Por otro lado, se ha observado en estudios 

de diplotipos (ambos alelotipo) en pacientes, el aumento de los valores OR de algunos 

diplotipos al más del doble del valor obtenido al analizar solo un a!elotipo. Estas 

observaciones han llevado a proponer que el b<:ilance entre susceptibil id<1d y protección a 

lJiz¡z l~adia ldua1·do lg11:1cio 
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la EM es detenninado, por la integración de las interacciones en trans y cis entre los 

alelos del MJ!C clase 11 heredados en cada individuo (Dyment et al., 2005; Barcellos et 

al., 2006; Ramagopalan et al., 2007; Caillicr et al., 2008; Chao et al., 2008). 

Cuadro 5. Alelos HLA-DRBJ *y su relación con la enfern1edad 

Población HLA-DRBl* asociados HLA-DRBJ* no asociados 

Hemisferio Norte** 

Sur de-Europa 

Asía Occidental 

Asía Oriental 

México 

Sudamérica 

Origen Africano 

Origen Caucásico*** 

*03, *08, *15, *16 

*03, *04, *08 *10:01, *13 *14. *15 

*03, *04, *13:03, *15 

*04, *08, *15, *16 

*03. *04:03. *08, *08:02, * J 5 

*01:03, *15 

*03:01, *15, *15:03 

*03, *15 

**Canadá, E.U.A. y Norte de Europa 
***(Australia, Nueva Zelanda y Sudáfrica) 

*01. *07, *10, *11 y *14 (t) 

*01 *06 *11 *13 (t) 

*04, *JO, *14 (t') 

*09 (±) 

*07(§) 

*07:01 (O) 

*JI(•) 

*01, *04, (o) 

t Hawkins et al., 1990; Coraddu et al., 1998; Fusco et al., 2001; Ligers et al., 2001; Weatherby et al., 
2001; Dyment et al., 2005; Barce!los et al .. 2006; Ramagopalan eral., 2007. 
t Marrosu et al., 1998; Pina et al .. 1999; Vil!oslada et al., 2002; Fernández et al .. 2004; Brassat et al., 
2005; Dean et al., 2008; Femández et al., 2009; Pastorino et al .. 2009; Silva el al .. 2009. 
~ Kami et al., 1999; Kwon et al., 1999; Ka!anie et al.. 2000; Kankonkar et al., 2003; Al-Shammri et al., 
2004; Ghabaec 2009; Flechter et al .. 2011. 
± Fuka7..awa et al., 1992; Ono et al., 1998; Fukazawa et al .. 2000; Wu et al., 2009; Qiu et al., 2010. 
§ Gorodezky et al., 1986; Al varado-de la Barrera et al .. 2000: Ali:Íez et al., 2005 
O Alves-León et al., 2007; Patrucco eta/., 2009. Rojas et al .. 2010. 
• Ok;;enberg et al., 2004; Alves-León et al.2007; Dcschamps et al., 201 l. 
o Stewart et al., 1997; Stankovich et al., 2009. 
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2.9 Epistasis en Ja EM 

El modelo de epistasis explica que un alelo en un locus puede amplificar, neutralizar, 

enmascarar o disminuir el efecto de un segundo locus. Por lo cual, el riesgo de 

asociación de un alelo con Wl<'l enfermedad depende de la presencia o ausencia de un 

seglmdo alelo (Lincoh1 et al., 2009). En la E11 se han determinado tres tipos de epistasis 

entre los alelotipos de HLA-DRBJ* (Cuadro 6): dominante negativa, en la cual la 

presencia de un alelotipo disminuye el riesgo que representa poseer otro alelotipo 

determinado; sinérgica, donde un alelotipo en presencia de otro, aumenta su relación de 

riesgo con la enfermedad; y fenotipo clínico, donde la presencia de un genotipo en un 

paciente se rel<iciona con el inicio, la respuesta al tratamiento, la evolución o las 

características de la enfennedad (Ramagopalan y Ebers, 2009a). 

Cuadro 6. Epistasis entre los a/elotipos HLA-DRBl *y EM 

Tipo de Población Diplotipo Objetivo del estudio 
E istasis DRBJ* 
Sinérgica 

Dominancia 
negativa 
Sinérgica 

Sinérgica 

Dominancia 
negativa 

Fenotipo 
Clínko 
*EMM+ 
*El\.1B+ 

Fenotipo 
Clínico 
*EJ\IPP+ 

Fenotipo 
Clínico 
*EMPP-

Sinérgica 
Fenotipo 
Clínico 
*Inicio . 
temprano 
*Inicio 
tcmpn1110 

México 

Canadá 

Europa y 
E.U.A 

Canadá 

España 

Australia 

Australia 

Dínz Barbn Eduardo Ignacio 

*08:02/*08:02 Definir los alelos H LA clase 11 asociados con 
la enfermedad en población Mestiza (Aláez et 
al., 2005) 

*151*01 Comparar los alelos HLA-DRB/* heredados 
entre afectados y familiares sanos (Dyment et 

*081*15 al, 2005) 
*081*15 *151*15 Conocer el riesgo e interacción fenotípica del 

HLA-DRB1*15 con los demás DRBJ* entre 
*14/*15 afectados y familiares sanos (Barcellos et al, 

2006) 
*151*15 Comparar los alelos HLA-DRBl* presentes 
*O //*X en pacientes con EMB, EMM y población 

sana (DcLuca et al., 2007) 

*04/X 

*04/*15 
*01/*15 *04103 

*151*15 
*03/*03 

*04:011*15:01 

*OS:Ol/*04:01 

Determinar los alelos HLA clase 11 asociados 
con EJ\1 en el norte de España (Fernández et 
al 2009) 

Comparar los alelos del HLA-DRBl* 
presentes en pacientes con EMPP y población 
sana (Stankovich et al., 2009) 

Determinar la relación de los alelos HLA­
DRBI* y la edad de los pacientes al iniciar la 
enfermedad (\Vu et al., 2010) 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En las últimas décadas ha awnentado drásticamente el número de casos de EM en 

nuestro país y desde 1998, es considerada como una de las principales causas de 

consulta neurológica (De la Maza et al., 2000; Velázquez-Quintana et al., 2003; 

Cordova et al., 2007; Corona y Flores, 2009). En el 2007, se reportó a la EM como la 

primera causa de discapacidad neuronal en mujeres adultas-jóvenes (Boletín 7 de Junio 

2007, I.MSS). En nuestro país los estudios genéticos del HLA-DRBJ* presente en 

pacientes han asociado a alelos HLA-DRB1*15:01, HLA-DRBJ*08:02, HLA­

DRBJ*04:03 y HLA-DRB1*03:01 con el riesgo de padecer EM {Alvarado-de la Barrera 

et al, 2000; Aláez et al., 2005). Por otro lado, los estudios filogenéticos han revelado 

que alrededor del 28% de nuestra población mestiza posee alguno de los alelos HLA­

DRBJ* que se han asociado a la EM (HLA-DRBJ*J5:01 del 5.5-10.5 o/o; HLA­

DRBJ*08:02 del 7.8-16.2%; HLA-DRBJ*04:03 del l.5-4.5%; y HLA-DRBl*03:01 del 

2-10.5%) (Gorodezky et al., 2001; Vargas-Alarcón et al., 2010). Particularmente, en el 

caso de la población de Guadalajara alrededor del 9o/o posee alguno de los alelotipos 

HLA-DRB1*15 (3.7%) y HLA-DRB1*03:01 (5.6%) (Cortes et al., 2004). Sin embargo, 

aunque en Jalisco se encuentra una de las clínicas especializadas en EM que más 

pacientes atiende en el país, con una población de 400 pacientes aproximadamente 

registrados hasta el 2010, la distribución y frecuencias genéticas del HLA-DRBJ* en 

personas con EM del Occidente de México (OM) es desconocida. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

La determinación de las frecuencias genéticas de los diplotipos HLA-DRBl* en 

pacientes con EM del OM podría favorecer el desarrollo y estandarización del 

tratamiento y manejo clínico más eficientes para el paciente, así como conocer las 

frecuencias genotípicas del HLA-DRBJ* en pacientes con EM del OM. Por otro lado, la 

determinación de las frecuencias genéticas de los diplotipos HLA-DRBJ * de la 

población sana permitirá tener una mejor perspectiva de la diferencia genotípica entre 

ellos y los pacientes, lo que ayudaría en el desarrollo de estudios moleculares para el 

diagnóstico de la enfermedad. 
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5. HIPÓTESIS 

H1: La frecuencia génica de alelotipos y diplotipos, así como la función de similitud de! 

HLA-DRBJ *entre pacientes con EM y población sana (PS), son diferentes. 

Ho: La frecuencia génica de alelotipos y dip!otipos, así como la función de similitud del 

HLA-DRBI* entre pacientes con EM y población sana (PS), no son diferentes. 
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GENOTlPIF!CAC!ON DE /JLA-DRBl* EN PAC!P.>HES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REÍ\11TENTE-RECUR.RENTE y POBLACIÓN 
GENERAL DEL OCCIDENTE DE MEXIC'O 

6. OBJETIVOS 

6.1 Objetivo general 

Determinar la asociación de riesgo y la función de similitud de los alelotipos y 

diplotipos del HLA-DRBJ* entre pacientes con EM y la población sana del Occidente de 

México. 

6.2 Objetivos particulares 

l. Establecer las frecuenCias de alelotipos y diplotipos del HLA-DRBI* en 

pacientes con EM y población sana (PS) del Occidente de México y comprobar 

si se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. 

2. Evaluar la asociación de alelotipos y diplotipos ·HLA-DRBI* con la EM por 

medio de las pruebas estadísticas ji cuadrada y prueba exacta de Fisher. 

3. Calcular los valores OR de los alelotipos y diplotipos de HLA-DRBJ* en cada 

grupo para determinar si representan ser factor de riesgo o de protección al 

desarrollo de EM. 

4. Comparar las frecuencias génicas del HLA-DRBJ* (alelotipo y diplotipo) entre 

ambos grupos para establecer las similitudes entre ellos. 

5. Realizar un análisis por subgrupos de diplotipos en pacientes y población sana 

para determinar la similitud entre ambas poblaciones a este nivel. 
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GENOTlPlFICAClÓN DE HLA-DRB/* EN PAC!ENTESCON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMITF,NTE-RECURRENTE y POBLAC!ÓN 
GENERAi, DEL OCCIDENTE DE MÉXICO 

7.1 Tipo de estudio 

Casos y controles 

7.2 Universo de estudio 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

El grupo de pacientes fue captado en la Clínica de Esclerosis Múltiple del Centro 

Médico Nacional de Occidente bajo los siguientes criterios: 

• Inclusión: pacientes con diagnóstico de EMRR de acuerdo con los criterios de 

McDonald (revisión 2005), que presenten un valor EDSS de 5 o menos (sin 

importar tiempo de evolución; ni tratamiento de la enfermedad); con padres y 

abuelos originarios del Occidente de México; y que lean y firmen la carta de 

consentimiento informado. 

• No inclusión: pacientes con alguna otra enfermedad autoinmune. 

• Exclusión: casos en los cuales la muestra obtenida fue insuficiente o con 

condición inadecuada para la obtención y purificación del DNA. 

El grupo de pacientes tuvo una edad promedio de 36.26 años (DE= 9.84 años); el 68 % 

de los pacientes fueron mujeres; y el valor promedio de la escala del estado de 

discapacidad ampliada (EDSS) fue de 2.48 puntos (DE~ 2). 

El grupo de población sana (PS) fue captado u obtenido de la base de datos de donadores 

de la unidad de transplante del Centro Medico Nacional de Occidente (con previo 

consentimiento del donador) con padres y abuelos originarios del Occidente de México. 

El grupo tuvo una edad promedio de 36.19 años (DE= 8.9) y el 60 % fueron mujeres. 
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7.3 Tamaño de muestra 

Tama.ño de muestra: 59 casos de EM y 189 controles; se determinaron los valores antes 

mencionados por medio de la ecuación de Fleiss para estudios de casos y controles 

(Fleiss, 1981 ). 

~""~ .i-zH1,J'P1q1 <-p,q,f 
n¡= 

<Ú>1 -p,)2 

ll1= Número de casos 

n2= Número de controles 

Z.12 = Error alfa (intervalo de conñanza de la prueba): 0.05 

ZP =Error beta (poder de la prueba): 60% 

r =Relación entre controles y casos: 3 

p¡ =Porcentaje de controles con exposición y q1 = 1-p1: 16.7%* 

P2 =Porcentaje de testigos con exposición y q2 = 1-Pi: 6%* 

- PJ. +:r:p2 
p~---

r+l y ij=l-p 

* Los valores p1 y p2 corresponden al rango de frecuencia para el alelotipo HLA­

DRBJ * 15 a nivel mundial, consideradas como referencia para este cálculo. 

7.4 Procedimiento 

Se colectaron de 3-4 ml (por duplicado) de sangre venosa por punción en tubos con 

EDTA como anticoagulante de pacientes de Ja Clínica de Esclerosis Múltiple en el 

Centro Médico Nacional de Occidente, IMSS (Guadalajara, Jal.), con padres y abuelos 

originarios del Occidente de México. Las muestras obtenidas se trasportaron en una 
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hielera al Laboratorio de Desarrollo, Envejecimiento y Enfermedades 

Neurodegenerativas de la División de Neurociencias del Centro de Investigación 

Biomédica de Occidente, CIBO-IMSS para la inmediata extracción del DNA. La 

extracción y purificación del DNA a partir de sangre (Anexo 1) se realizó por medio de 

la combinación del protocolo de Miller para el aislamiento de leucocitos de la sangre y 

el protocolo de Gustincich para la obtención final del DNA (Miller et al.. 1988; 

Gustincich et al., 1991). La concentración del DNA obtenido se estimó por medio de 

espectrofotometría de luz UV (Anexo III) a 260 nm, la valoración de su calidad por 

medio del índice de absorbancia 260/280 nm y su integridad se analizó por medio de 

electroforesis en geles de agarosa al l % con SYBER-SAFE (Anexo II). Después de la 

electroforesis los geles se observaron en un transiluminador para el análisis de la 

imagen. 

La tipificación de los aleotipos y diplotipos de las muestras se realizó por medio de la 

prueba RELITM SSO HLA-DRB TYING Kit de Invitrogen (Anexo IV), que se basa en 

Ja amplificación del fragmento genómico de interés por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) (Mullís y Faloona, 1987), seguida de un proceso de desnaturalización 

química e hibridación de los productos de PCR con una serie de 54 diferentes 

oligonucleótidos de secuencia específica (SSO, por sus siglas en inglés) separados entre 

sí a lo largo de un soporte y sujetos a una membrana de nylon. Entonces los fragmentos 

de DNA lineales se hibridaron con el SSO correspondiente por complementariedad de 

bases, quedando atrapados dentro de la membrana. Al finalizar el proceso de hibridación 

se realizó una serie de lavados para estabilizar la reacción de hibridación y eliminar los 

fragmentos de DNA que no reaccionaron. 

La visualización de los distintos complejos de hibridación se realizó por la reacción del 

conjugado estreptavidina-peroxidasa con los fragmentos lineales del DNA, al añadir 

agua oxigenada (H202) y el sustrato tetrametilbenzidina (TMB), que originó un 

complejo de color azul con el DNA hibridado. De esta forma, el resultado se compone 

de bandas que reaccionaron (color azul) y_ sin reacción (sin color) a lo largo de un 

soporte (Figura 9), de acuerdo a los alelos presentes en la muestra. Finalmente, se 
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comparó cada soporte con una tabla de patrones para su interpretación (lnvitrogen™. 

2008). La determinación de la frecuencia de los alelotipos y diplotipos HLA-DRBJ* en 

PS se realizo analizando los resultados de las pruebas de compatibilidad del HLA 

(específicamente HLA-DRBJ*). que se practican en la unidad de trasplantes del Centro 

Médico Nacional de Occidente (CMNO. IMSS). debido a que utilizan el kit mencionado 

anteriormente. 

¿-.------
1. r---- " ¡ l ·¡ . 

Figura 9 Imagen de dos soportes con SSO después de pasar por el proceso de hibridación Arriba. la 
secuencia de bandas que reaccionaron son correspondientes con el genotipo HLA-DRBJ *0.Ji*J 5 y abajo 
con el genotipo HLl-DRBI *011* J 2. 

Las frecuencias de los alelotipos y diplotipos presentes en pacientes y población sana. se 

analizaron y graficaron por medio de Excel. además se obtuvo la similitud existente 

entre ambos grupos por medio del análisis de similitud Bray-Curtis. Con los datos de los 

diplotipos se realizaron subgrupos con las diferentes familias alélicas del HLA-DRBJ*. y 

se estableció la similitud de ambos grupos estudiados a este nivel. Se determinó el 

equilibrio Hardy-Weinberg de las frecuencias genotípicas HLA-DRBl*. en ambas 

poblaciones. utilizando el programa GENPOP versión 4.0.1 O (Guo y Thompson. 1992: 

Rousset y Raymond. 1995). La significancia estadística entre las frecuencias de 

alelotipos y diplotipos entre pacientes y PS. se estableció mediante la prueba de ji 

cuadrada y prueba post-hoc de Fisher (integrando !os valores de P). Los valores de OR 

se obtuvieron por medio de cuadros de 2x2. Para realizar el análisis de similitud Bray­

Curtis se calculo la raíz cuadrada de los dados de los alelotipos y diplotipos f!LA-DRBJ * 
como pretratamicnto. 
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8. RESULTADOS 

8.1 Análisis de alelo tipos HLA-DRBJ * 

El análisis de las familias alélicas HLA-DRBJ* en 59 pacientes (118 cromosomas) y 189 

personas sanas (378 cromosomas) demostró que: la frecuencia del alelotipo HLA­

DRBJ*04 (34.74% en pacientes y 27.25o/o en controles) en ambos grupos es elevada. 

Mientras que los alelotipos HLA-DRB1*15 (12.71% en pacientes y 6.35% en controles) 

y HLA-DRBJ*09 (3.38% en pacientes y 0.52% en controles), fueron significativamente 

más frecuentes en pacientes que en el grupo control. Por otro lado, los alelotipos HLA­

DRBJ * 10. (0% en pacientes y 3.17% en controles), HLA-DRBl*08 (4.23o/o en pacientes 

y 8.46% en controles), HU-DRBl*03 (5.08% en pacientes y 10.05% en controles) y 

HLA-DRBl*OI (3.38% en pacientes y 7.4% en controles), se presentaron con menor 

frecuencia en los pacientes que en individuos del grupo control (Figura 10). 
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Figura 10. Frecuencia de los alelotipos HLA-DRBJ *en pacientes y población sana. 
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Al realizar !a prueba de Fisher de una cola y dos colas se dctenninó que Jos alclotipos 

HLA-DRBJ'J5 (P = 0.04; IC = 1.03-4.45) y HLA-DRBl*09 (P= 0.03; IC = I.03-52.51) 

se asocian con el riesgo a desarrollar EM con un valor de OR de 2.15 y 6.6 

respcctivainente; ninguno de los alelos HLA-DRBI* mostró una asociación de 

protección contra El\/L sin embargo, en 13 prueba de Fishcr de una cola, el a!clotipo 

HLA-DRBJ*IO presento un valor de P = 0.03 (IC = 0.0-1.36: OR = 0) (Cuadro 7). Por 

otro lado, se detenninó una sitnilitud del 85.82% de las frecuencias de los alelotipos 

HLA.-DRBJ *presentes, en pacientes y el grupo control. 

Cuadro 7. Tipificación del HLA-DRBJ *en pacientes y población sana 

Alelotipo EM º/o Con. % xz P 1 cola P 2 colas IC OR 

DRBI*l6 2 (1.7) 9 (2.38) O.DI 0.5 0.10-3.57 0.71 

DRB/*15 15 (12.71) 24 (6.35) 4.19 0,04** 1.03-4.45 2.15 

DRBJ*l4 11 (9.32) 27 (7.14) 0.33 0.562 0.6-2.92 1.34 

DRBJ*l3 16 (13.55) 43 (11.37) 0.26 0.61 0.64-2.37 1.23 

DRBI*l2 1 (0.84) 3 (0.08) 0.28 0.66 0.11-10.37 1.07 

DRBI*l/ 4 (3.38) 22 (5.R2) 0.67 0.42 0.16-1.79 0.57 

DRBI*lO o 12 (3.17) 2.61 0.03** 0.078 0.0-1.36 o 
DRBI*09 4 (3.38) 2 (0.52) 4 0.03** 0.03** LOJ-52-51 6.6 

DRB/*08 5 (4.23) 32 (8.46) 1.76 0.18 O. l 6·1.33 OAS 
DRBJ*Oi 9 (7.62) 35 (9.26) 0.13 0.72 0.35-1.82 0.81 

DRBI*04 41 (34.74) 103 (27.25) 2.1 0.15 0.89-2.26 1.42 

DRB/*03 6 (5.08) 38 (10.05) 2.17 0.14 0.18-1.22 0.48 

DRBI*Ol 4 (3.38) 28 (7.4) 1.79 0.18 0.13-1.35 0.44 

X:= Yatti IC = Jntervalo de confianza (95%) 
P = Fisher **=Valores significativos 
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8.2 Análisis de diplotipos HLA-DRBJ* 

En el análisis de diplotipos HLA-DRBI* se determinaron 60 genotipos diferentes, de los 

cuales, 27 (45%; 27160) se presentaron en pacientes con EM y 54 (90%; 54/60) en el 

grupo control. Adeinás, se observaron 21 (35%; 2l/60) de estos genotipos presentes en 

an1hos gn1pos. El análisis estadístico (Cuadro 8) realizado a los diplotipos J-JLA-DRBJ* 

n1uestra que los genotipos l-JLA-DRBJ*l5/*04 (P = 0.0046; IC = I.56-26.49) y HLA­

DRBJ*04/*J4 (P = 0.02: IC = 1.15-31.47) se asocian estrechamente con el riesgo a 

desarrollar EM con un valor de OR de 6.23 y 5. 74 respectivamente; ninguno de los 

genotipos IJLA-DRBI* se pudo asociar con la protección a EM. Mientras, el análisis de 

siinilitud entre ambas poblaciones, a nivel genotipos, revela una similitud del 53.44% 

entre pacientes y población sana. 

Cuadro S. Genotipos del HLA.-DRBJ *en pacientes y población sana 

DRBI* EM % Con. º/o X2 P 1 cola P 2 colas IC OR 1 

*15*115 1 (1.7) l (0.53) o 0.42 0-120.67 3.24 

*161*16 1) l (0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 o 
*151*14 1 (1.7) 2(1.05) 0.08 0.559 0.14-18.1 1.61 

*151*13 4 (6.78) 3 (1.58) 2.73 0.057 0.057 0.82-26.31 4.51 

*15/*ll o 2 (1.05) o 0.58 0-13.24 o 
*151*08 1 (1.7) 4 (2.11) 0.11 0.658 0.08-7.276 0.8 

*151*07 o 2 {l.05) o 0.58 0-13.24 o 
*151*04 7(11.86) 4(2.11) 7.91 0.0046** 0.0046** 1.56-26.49 6.23 

*151*03 o 3(1.58) 0.08 0.44 O-7.26 o 
*151*01 o 2 {1.05) o 0.58 0-13.2-1- o 
*141*14 o 3 (1.58) 0.08 0.44 0-7.26 o 
*131*16 (} 1 (ü.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*131*14 2 (3.39) 7 (3.7) 0.08 0.63 0.18-4.51 0.91 

*/3/*i3 o 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*111*16 1 (1.7) 1 (0.53) o 0.42 0-120.67 3.24 

*111*/4 1 (I.7) 3 (J .58) 0.29 0.66 l 0.12-10.47 J.07 

*111*13 1 (1.7) 5 (2.64) o 0.561 1 0.03-5.76 0.63 

*/]/*!] o 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*111*04 o 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*101*16 o 1 {0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*09/*14 2 (3.39) o 2.92 0.05 0.05 !definido !definido 

*091*1 I o l (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*091*09 l (1.7) o 0.38 0.23 0.23 kiefinido !definido 

*081*13 o 4 (2.11) 0.29 0.33 0.57 0-4.96 o 
*081*12 (} l (0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 () 

*OS/*10 () 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 (} 
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DRBI* EM 0/o Con. o/o X2 P 1 cola P 2 colas IC OR 

*08/*0S o 2 (J.05) o O.SS 0-13.24 () 

*08/*07 2 (3.39) 2 (J.05) 0.42 0.24 0.24 0.32-33.47 3.28 
*08/*0J o l (0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 o 
*07/*16 1 (1.7) o 0.38 U.23 0.23 !definido ldefinido 

*07/*14 o 3 (I.58) o.os 0.44 0-7.26 o 
*071*13 1 (1.7) 2 (I.05) O.OS 0.559 0.14-18.1 1.61 

"071*11 o 3 (1.58) O.OS 0.44 1 0-7.26 o 
*071*10 o 2 (l.05) o 0.58 0-13.24 o 
*07/*09 o 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*071*07 1 (l.7) 4(2.11) 0.11 0.658 0.08-7.276 0.8 

*041*16 o 3 (1.58) o.os 0.44 O-7.26 o 
*041*14 5 (8.47) 3 (1.58) 4.8 0.02** 0.02** 1.15-31.47 5.74 

*041*13 6 (10.17) 12 (6.35) 0.49 0.235 0.387 0.53-5.09 1.67 

*041*12 o 2 (l.05) o 0.58 1 0-13.24 o 
*041*10 o 7 (3.7) u 0.145 0.202 0-2.5 o 
*041*08 2 (3.39) 11 (5.82) 0.16 0.364 0.738 0.08-2.83 0.57 

*04/*07 2 (3.39) s (4.23) 0.01 0.56 1 0.11-4.21 0.79 

"'04!*Ó4 7(11.86) 15 (8) 0.44 0.493 0.54-4.37 1.56 

*04/*0J l (1.7) 9 (4.76) 0.44 0.26 0.46 0.02-2.75 0.34 

*03/*14 o 3 (l.58) o.os 0.44 0-7.26 o 
*03/*13 1 (1.7) 4 (2.1 !) 0.11 0.658 0.08-7.276 0.8 

*031*11 o 4 (2.11) 0.29 0.334 0.575 0.0-4.97 o 
*03/*0S o 4 (2.ll) 0.29 0.334 0.575 0.0-4.97 o 
*031*07 1 (l.7) o 0.38 0.23 0.23 !definido l<lefinido 

*03/*04 4 (6.78) 13 (6.87) 0.07 0.621 0.26-3.43 0.98 

*031*03 o 2 (1.05) o 0.58 0-13.24 o 
*01/*16 o 1 (0.53) 0.38 0.76 0-56.25 o 
*01/*13 l (I.7) 3 (1.58) 0.29 0.665 0.12-10.47 l.07 

*01/*12 1 (1.7) o 0.38 0.23 0.23 Jdefinido !definido 

*011*11 1 (1.7) o 0.38 0.23 0.23 !definido !definido 

*01/*10 o l (0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 o 
*011*07 o 4 (2.11) 0.29 0.334 0.575 0.0-4_97 1 

*011*03 o 3 (1.58} o.os 0.44 J 0-7.26 o 
*01/*0l o 2 (1.05} o 0.58 0-13.24 o 

X2
"' Yates JC =Intervalo de confianza (95%) 

P = Fisher **=Valores signific<11ivos 
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En cuanto a la determinación del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para el locus 

ffLA-DRBJ* se encontró que debido a un déficit de hcterocigotos, !a población control 

no alcanza el equilibrio de H-W para los alelotipos observados. Mientras, la población 

de pacientes con EM sí alcanza e! equilibrio de H-\V (Cuadro 9). 

Cuadro 9. Equilibrio de Hardy-~Veinbergpara el locus HLA-DRBJ * 
Población Tipo de prueba Valor de P Simulaciones 1 
Control Proporción H-W 0.0262** 

Pacientes con EM Proporción H-\V 0.1146 

Control Déficit de heterocigotos 0.0272** 

Pacientes con EM Déficit de heterocigotos 0.1956 
Control Exceso de heterocigotos 0.9728 

Pacientes con EJ\-1 Exceso de heterocigotos 0.8045 

Estimación de los valores de P por el método de cadenas de Markov 
**""Valores significativos H-W"' Hardy-Vlcinberg 

l,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1.000 
1,000 

Por otra parte, a través del análisis de frecuencia y similitud para los genotipos del HL4-

DRBJ *por subgrupos, se observa que HLA-DRBJ*Ol, f-JLA-DRB1*07, HLA-DRBJ*JO 

y HLA-DRB 1*11 tienden a relacionarse con la protección para no padecer EM, pues :::."U 

presencia dis1ninuye la similitud al compararse con los den1ás alelotipos en los 

diferentes genotipos (revisar Cuadro 1 O). 
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Cuadro 10. Análisis por sub~rupos de los genotipos HLA-DRBJ*. 

Sub"'ru o Genoti os Frecuencia 1 

Diplotipo EM Coo º·' 
*161""16 o 

º·' 
*161*13 o 

OA 

DRB/*16/X 
*16/*ll % 0.3 

Similitud del 
. *161*10 o 

º' 
18.6% 

*16/*07 o 
º·' 

*161*04 o 3 
16116 16113 16111 16110 """ '"'" 11Y01 

*16/*01 o Dlplotlpos 

~- o controles 1 

Oiplotipo EM Coo 

*151*15 º·' ------- --- --------------

*]5/*14 2 º·' 
*15/*II o 2 OA 

DRB/*15/X *15/*13 4 
%o.3 

º·' Similitud del *15/*08 4 

60.9% º·' *151*07 o 2 

*151*0-I 7 4 -..':."'., ._.,, ... ~ -..""-"" ""'".., ,4'"b ._<o'fl'\ ._<:,l''J~ ._.:,,.~"'> ._,p" 

*151*03 o 3 Diplotipos 

L • EM O Controle!] 

*]5/*01 o 2 
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Diplotipo EM Con 0.5 

*141*15 2 0.45 

0.4 
*14!*14 o 3 0.35 

*14/*13 2 7 
0.3 

DRB/*14/X % 0.25 

*14/*l l -' 0.2 

Similitud del 0.15 

57.9o/o *141*09 2 o 0.1 

o.os 
*141*07 o 3 o 

*14/*04 5 3 •'' ' 
,, . 
" 

.,,.\ .... ,,, 
' 

.,_.,,.\ ........ i»'!::.°' '"' ... \~ ... '"' ' '" ' 
,. 

Diplotipos 
*141*03 o 3 l!._!:]0_~-· g~ontroTe~ 

Diplotipo EM Con 

*131*16 o 
0.4 

*131*15 4 3 0.35 

*131*14 2 7 0.3 

0.25 

*131*13 
DRBl*13!X 

o 
% 0.2 

*131*11 0.15 

Similitud del 
º·' 78.2% *131*08 o 4 

0.05 

*131*07 2 o 

*131*04 6 12 
.._"';>""' .... ~ .. ~ .,..,. .. "' .,,,,{" .. ··t" .,4"'b .,4'"' .,,,,fJ"' ,..,.'3,,, ,-!;'3 .. 

Diplotipos 

*131*03 4 r 1i1 ·1:or.;;· .. -o·cont;-01e·;~ 

*/31*01 
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DRBl*l2/X 

Similitud <le! 
0% 

DRBI*lllX 

Similitud del 
45% 

Diplotipo 

*12/*04 

*121*08 

*121*01 

Diplotipo 

*11/*16 

*ll/*15 

*111*14 

*] l/*13 

*11/*ll 

*111*09 

*] J/*07 

*11/*04 

*] 1!*03 

*11/*0J 
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DRBJ*JOIX 

Similitud <le! 
0% 

DRB/*09/X 

Similitud del 
Oo/o 

DRB1*08/X 
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9. DISCUSIÓN 

Análisis de alelotijJos HLA-DRBI * 

En este estudio se determinó que los alelotipos HLA-DRBJ*J5 y HLA-DRBl*09 

constituyen un factor de riesgo para desarrollar EM en la población del Occidente de 

México. Por otro lado, no se encontró asociación de riesgo con los alelotipos: HLA­

DRBJ *03, HLA-DRBJ*04 y HLA-DRB1*08, reportada previamente en pacientes de la 

región centro del país (Alvarado-de la Barrera et al., 2000; Aláez et al., 2005), lo cual 

pudiera deberse a la heterogeneidad genética de la población mexicana a lo largo de las 

diferentes regiones del país. Además, de la estrecha asociación entre el alelotipo HLA­

DRBJ * 15 y el desarrollo de la EM (OR~2.15; P ~ 0.04; lC ~ 1.03-4.45), se observo que 

su frecuencia del 12.71 % en pacientes y del 6.35% en población sana (PS), es similar a 

su :frecuencia observada en poblaciones de origen caucásico (12-20 %, Dean et al., 

2008), situación que también puede contribuir a la diferencia de alelotipos HLA-DRBI * 
asociados a EM, determinados en nuestra población y los determinados en el centro del 

país. En otros estudios, se ha observado que el HLA-DRBJ*J5 se transmite con mayor 

frecuencia, que otros alelotipo HLA-DRBI * de una generación a otra (Dyrnent et al., 

2005; Barcellos et al., 2006; Ramagopalan et al., 2007; Chao et al., 2010). Por lo cual, 

es probable que la frecuencia del HLA-DRBJ*l5 en el Occidente de México continúe 

con su tendencia a la alza en los años venideros, favoreciendo un aumento en la 

incidencia y prevalencia de la EM, así como de otros trastornos también relacionados 

con dicho alelotipo. 

Respecto a la asociación encontrada del HLA.-DRB1*09 con el riesgo a desarrollar EM 

con un valor OR de 6.6 (P = 0.03; IC = 1.03-52.51), es totalmente diferente a lo 

determinado en la población China; donde el alelotipo se relacionó con la proteccfón a 

padecer EM (Wu et al., 2009; Qiu et al., 2010). Esta diferencia se debe en mayor o 

menor grado al mestizaje de nuestra población, en comparación con la población China. 

Así, las frecuencias de los subtipos del alelotipo HLA-DRB1*09 y los haplotipos de las 

personas que lo portan; en ambas poblaciones son diferentes y determinan la asociación 

del HLA-DRBJ *09 a desarrollar EM en nuestra población. Esta condición podría 

determinar !a susceptibilidad a factores epigenéticos diferentes. si se compararan con los 
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de otras poblaciones en los que la enfermedad no se asocia ni positiva, ni negativamente 

con e~ alelotipo HLA-DRBJ*09. Por otro lado, el aumento del tamaño de muestra podría 

proporcionar datos más robustos para poder determinar, si el HLA-DRBJ*JO (O% en 

pacientes y 3.17 % en controle) puede relacionarse negativamente con la EM y constituir 

una condición de protección a padecer la enfermedad. 

Análisis de diplotipos HLA-DRBJ * 
El análisis de diplotipos HLA-DRBI * permitió determinar a los genotipos HLA­

DRBI * 151*04 y HLA-DRBI *041* 14, como de riesgo a padecer EM en nuestra 

población; el HLA-DRBI*04 en presencia de HLA'-DRBI*J5 o de HLA-DRBI*I4, 

constituye una epistasis sínérgica para el riesgo de desarrollar EM; al determinarse un 

valor OR de 6.23 (P ~ 0.0046; IC ~ 1.56-26.49) para el genotipo HLA-DRBJ * 15/*04; y 

un valor OR de 5.74 (P ~ 0.02; IC ~ 1.15-31.47) para el·genotipo HLA-DRB1*04/*J4. 

En otros estudios el genotipo HLA-DRBI*J5!*04 se ha asociado con características 

clínicas de la EM tales como: inicio temprano de la enfennedad y con una asociación 

negativa con la EMPP (Stankovich et al., 2009; Wu et al., 2010). Por lo que, sería 

interesante corroborar estas observaciones en los individuos de nuestra población que 

padecen la enfermedad y portan este genotipo. 

Análisis por subgrupos de los diplotipos HL4-DRBJ * 
Por medio de este análisis, se pudo apreciar la tendencia de protección contra la EM de 

los aielotipos: HLA-DRBl*Ol (3.38 % en pacientes y 7.4 % en PS), HLA-DRBI*07 

(7.62 % en pacientes y 9.26 % en PS), HLA-DRB*JO (O o/o en pacientes y 3.17 % en PS) 

y HL4-DRBJ *11 (3.38 % en pacientes y 5.82 % en PS) (Cuadro 10), lo cual concuerda 

con lo reportado en otras poblaciones del mundo (Dym.ent et al., 2005; Barcellos et al., 

2006; Ramagopalan et al., 2007) (ver Cuadro 5). Por otro lado, también se observó Ja 

similitud entre la población de pacientes y de personas sanas de los subgrupos HLA­

DRBJ*OJIX, HLA-DRBJ*07/X, HLA-DRB*JO/Xy HLA-DRBJ*J J/X, la cual fue menor 

al45 %. 
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Análisis del equilibrio Hardy-Weinberg del locus HLA-DRBI* 

En este estudio encontramos que la población de pacientes cuinple el equilibrio H-W, 

mientras, la población sana presenta desviación del equilibrio Hardy-Weinberg. Este 

fenómeno sucede, cuando hay un déficit o exceso de individuos heterocigotos en la 

población de estudio, que es causado por el incumplimiento de alguno de los postulados 

de la población ideal; y se ha observado en varias poblaciones del mundo (Chen et al., 

1999; A.rias-Murillo et al., 2010). El déficit de heterocigotos sucede cuando en la 

población, no hay entrecruzamientos al azar entre sus integrantes, formando 

subpoblaciones divididas entre sí por: distancia, ríos, fallas geográficas, etc. (Hartl y 

Clark 1997). EstO concuerda con nuestros resultados, por que en la unidad de 

transplantes del Centro Médico Nacional de Occidente, se atienden a personas de los 

diferentes estados y regiones que conforman únicamente al Occidente del pais. 

Perspectivas 

El análisis del gen HLA-DRBl* e-0n resolución de cuatro dígitos y/o el análisis de 

haplotipos HLA clase II, pennitiría determinar más alelotipos y/o haplotipos asociados 

con la EM, que complementarían los determinados en nuestra población a través de este 

trabajo. Condición que permitiría mejorar la diferenciación de las familias alélicas 

presentes en los diplotipos HLA-DRBl*04/X y asociarlos de forma más clara con los 

riesgos de padecer EM. Finahnente, este tipo de análisis podrían dar origen a nuevas 

estrategias terapéuticas, al determinar que genotipos se asocian con la evolución clínica 

de la EM, y cuáles factores epigenético podrían acelerarla o desacelerarla (Weatherby et 

al., 2001; DeLuca et al., 2007; Hoffmann et al., 2008). 
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10. CONCLUSIONES 

l. En Ja población analizada a través de este estudio, los alelotipos HLA-DRBJ*.l5 

y HLA-DRBl*09; y los genotipos HLA-DRBl*/5/*04 y HLA-DRB/*04/*14, se 

asocian con el riesgo a desarrollar EM. 

2. La asociación del HLA-DRBJ *15 con riesgo a padecer EM observado en nuestra 

población de estudio, es común a las otras poblaciones del mundo analizadas. 

3. El efecto sinérgico del HLA-DRBJ*04, en conjunto con HLA-DRB1*15 o HLA­

DRB1*14, que aumenta considerablemente el riesgo a padecer EM, es un 

hallazgo particular de nuestra población de estudio, por lo que debe ser mejor 

caracterizado. 
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ANEXOS 

Anexo]: Extracción de DNA 

Obtención y purificación de DNA por método combinado Miller-Gustincich. 

a) Obtención de leucocitos de sangre periférica por macrométodo (Miller et al., 

1988): 

Procedimiento: 

l. Tomar 5 mi de sangre periférica en un tubo con anticoagulante. Pasar la muestra 

a un tubo de plástico de 50 mi. 

2_ Agregar 15 mi de la solución para lisis de eritrocitos (NH4Cll NH 4 HC03 10:1). 

Mezcla suavemente y refrigerar a 4ºC por 1 O min. 

3. Centrifugar a 3,900 rpm por 15 min y decantar el sobrenadante. 

4. Resuspender el botón de leucocitos con 10 ml de solución para lisar eritrocitos y 

centrifugar a 3,900 rpm por 15 min. 

5. Decantar el sobrenadante y repetir desde el paso 4, hasta que el botón de 

leucócitos quede blanco. 

b) Obtención del DNA a partir del botón de leucocitos por micrométodo 

(Gustincich et al., 1991). 

Procedimiento: 

1- Pasar la pastilla de leucocitos a un microtubo de 2.0 m1 previamente rotulado. 

2- ¡\ñadir 750 µl de buffer de lisis DTAB y mezclar suavemente. 

3- Incubar durante 5 min. a 68ºC. 

4- Retirar los tubos de la incubación e inmediatamente añadir 550 µl de cloroformo, 

tapar el tubo y agitar vigorosamente durante 5 min. 

5- Centrifugar por 15 min. a 13,000 rpm. (se fonnarán tres capas) y recuperar el 

sobrenadante en microtubo de 1.5 ml, con el cuidado de no tomar nada de la fase 

intermedia y/o basal. 

6- Adicionar 100 µl de solución CTAB y mezclar suavemente_ Luego añadir 750 µ1 

de agua inyectable fría y agitar suavemente hasta que precipite el DNA. 

7- Centrifugar a 10,000 rpm por 1 O min y decantar el sobrenadante suavemente. 
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GENOT!PIFICACIÓN DE !1!.A-DRB/* EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MlJLTlPLE REMITC'NTE-REC'URRENTE y POBLACIÓN 

GENERAL DEL OCCIDENTE DE MÉXJCO 

8- Añadir 100 µl de NaCI 1.2 M más 1 mi de etanol absoluto frío y mezclar 

suavemente hasta desprender el botón de AND. 

9- Centrifugar a 5,000 rpm por 5 min. y decantar. 

10-Añadir 1,000 ml de etanol al 70% y mezclar suavemente hasta desprender el 

botón de ANO. 

11-Centrifugar a 5,000 rpm por 5 min. y decantar el sobrenadante. 

12-Repetir los pasos 10 y 11 dos veces. 

13-Permitir que la pastilla de DNA se seque a temperatura ambiente destapando el 

microtubo y cubriéndolo con una gasa estéril. 

14-Añadir 300 µI de solución TE y agitar hasta desprender el botón de DNA e 

incubar a 36ºC por 12 horas. 

15- Agitar suavemente el DNA resuspendido y refrigerar a 4ºC hasta su 

procesamiento 

Preparación de soluciones 

Buffer para lisar eritrocitos 

Reactivo 

NH3CI 

N&HCOi 

Procedimiento: 

Concentración 

0.144M 

0.01 M 

Tomar un volumen de solución de NH4HC03, por cada nueve volúmenes de solución de 

NH3CI y agitar suavemente hasta que la nueva solución se homogenicé. Pasar el buffer a 

un recipiente para su etiquetado y almacenamiento en refrigeración. 
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GENOTIPIFICACION DE HLA-DRBl* EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMJTF.NTt-RECURRENTE y POBLACION 
GENERAL DEL OCCIDENTE DE MÉXICO 

Buffer de lisis DTAB (bromuro de dodeciltrimetilamonio) 

Reactivo 

Tris 

EDTA 

NaCI 

DTAB 

Procedimiento: 

Concentración 

0.1 M 

0.5M 

1.2 M. 

8o/o p/v 

En material estéril disolver el Tris lentamente en la mitad del volumen final, con agua 

desionizada y ajustar el pH a 8.6. Añadir el EDTA lentamente hasta disolver, de la 

misma forma disolver el NaCI y el DTAB. Aforar al volumen determinado y pasar la 

solución a un recipiente para su etiquetado; y almacenamiento en refrigeración. 

Buffer CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 

Reactivo 

NaCl 

CTAB 

Procedimiento: 

Concentración 

0.4M. 

So/o p/v 

En material estéril disolver el NaCl en Yi del volumen final con agua desionizada. 

Añadir el CTAB lentamente hasta disolver y aforar al volumen detenninado. Pasar la 

solución a un recipiente para su etiquetado y almacenamiento a temperatura ambiente. 

Solución de cloruro de sodio 

Reactivo Concentración 

NaCI l.2M. 

Procedimiento: 

En material estéril disolver el NaCI en Y2 de volumen final con agua desionizada y aforar 

al volumen determinado. para pasar la solución un recipiente. Etiquetar y almacenar a 

temperatura ambiente. 
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GFNOTll'IF!CACIÓN DE f-JLA-DRBJ• EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MULT!Pl.F REMITFNTI: RH'l!RRENTE y POBLACION 
GENERAL DEl"OCCIDl:NTE DE Ml'XICO 

Buffer TE (buffer para resuspender el D1YA) 

Reactivo 

Tris 

EDTA 

Procedimiento: 

Concentración 

O.O! M 

0.001 M 

En material estéril disolver el Tris lentamente en la mitad del volumen final con agua 

desionizada. Agregar el EDTA lentamente hasta disolver y ajustar el pH a 7.5. Aforar al 

volumen determinado y pasar la solución a un recipiente de mayor volumen para su 

esterilización en autoclave. En varios envases etiquetados tomar alícuotas de Ja solución 

estéril y almacenarlos en refrigeración. 
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GENOT!PlF!CACION DE f1f,A.DRB/• EN l'AC'JENfES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMlll:N rt:-RFCURRENTE y POBLACIÓN 
G!.:NER:\I. DELOC'ClDENTE DF Ml~XICO 

Anexo JI: Electroforesis en gel de agarosa 

Gel de agarosa al!% 

l. Pesar la agarosa de acuerdo al volun1en del molde a utilizar. 

2. En solución TBE IX (volumen determinado para el gel) fundir la agarosa con 

calor, en recipiente del doble de volumen, hasta observar una solución cristalina. 

3. Bajar la temperatura hasta 60ºC y añadir 1 µ1 de la dilución de SYBER-SAFE® 

por cada mi de gel. Agitar hasta homogenizar el SYBER-SAFE® en el gel. 

Vaciar el gel al molde evitando la formación de burbujas y colocar los peines del 

molde. 

4. Cubrir el gel de la luz y dejar reposar hasta que solidifique (de 30-45 min) a 

temperatura ambiente. 

5. Una vez gelificada la agarosa retirar los peines y colocar el molde con en gel en 

Ja cámara de electroforesis (orientando los pozos hacia el polo negativo de la 

cámara). 

Electroforesis 

l. Llenar la cámara de electroforesis hasta cubrir totalmente el gel de agarosa con 

buffer TBE IX. 

2. Tomar 5 µ!de DNA total y mezclarlos con 5 µ!de buffer de carga. Tomar los 1 O 

µl resultantes y colocarlos en uno de los pozos del gel (repetir el procedimiento 

por cada muestra a analizar). 

3. Colocar la tapa de la cámara de electroforesis y conectarla a la fuente de poder. 

4. Correr el gel cargado con las muestras a 60 volts por una hora '30 min:-

5. Visualizar el DNA con un transiluminador de luz UV. 
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GENOT!PlFICACION OE HLA-DRB!* EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMITENTE-RECURRENTE y POBLACIÓN 

GFNERAI _ DEL OCCIOF-.NTE DE MÉXICO 

Preparación de soluciones: 

Buffer TBE 1 Ox 

Reactivo 

EDTA 

Tris 

Ácido Bórico 

Procedimiento: 

Concentración 

0.02M 

0.89M 

0.89M 

Disolver lentamente el Tris en la mitad del volumen final en agua destilada o bidestilada. 

Agregar el ácido bórico lentamente hasta que se disuelva. Añadir el EDTA léntamente 

hasta que se disuelva y aforar al volumen determinado. Pasar la solución a un recipiente 

opaco o en uno envuelto con papel aluminio. Etiquetar el recipiente y almacenarlo en 

refrigeración. 

Buffer de corrimiento (buffer TBE lx) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Buffer TBE !OX 

Agua destilada 

Concentración 

lüo/o v/v 

90% v/v 

Tomar una porción de volumen de buffer TBE lOX y mezclarla con nueve porciones de 

volumen de agua destilada. Pasar la solución a un recipiente, etiquetarlo y almacenarlo 

en refrigeración. 
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GENOTlPlFlCACJÓN DE liLA-DRBf• EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MULT!PLE REMlT!iNTE-RECURRE1'ffE y POBLACIÓN 
GENERAL DEL OCCIDENTE DE MÉXICO 

Dilución de SYBER-SAFE® (1.20) 

Reactivo 

SYBERSAFE® 

Agua inyectable 

Procedimiento: 

Concentración 

5% v/v 

95o/o v/v 

En cuarto oscuro tomar el volumen determinado de SYBER-SAFE® y colocarlo en un 

microtubo envuelto con papel aluminio. Añadir el volumen determinado de agua y 

mezclar suavemente para homogenizar la dilución. Colocar el microtubo en un 

recipiente opaco etiquetado para su almacei;iamiento a temperatura ambiente. 

Jugo azul 6x (buffer de carga) 

Reactivo 

Azul de bromofenol 

Xilen~cianol 

Glicerol 

Procedimiento: 

Concentración 

0.25% p/v 

0.25% p/v 

30.0% v/v 

Mezclar en un tubo de plástico con ayuda del vortex el glicerol y los colorantes hasta 

que se hornogenicen los colorantes en el glicerol. Finalmente, aforar con agua inyectable 

y mezclar con el vortex hasta obtener un homogenizado completo en toda la solución. 

Luego, pasar alícuotas del buffer a varios tubos de plástico, etiquetarlos y almacenarlos a 

temperatura ambiente. 
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(;J-N(rl ll'IFl('ACIO~ DF 1-/Ll·flR!I/• EN PACILN 1 ES CON LSCl.EROSIS ~1(1 1:111'1.10 RIOMlll'N 1 E Rrn:RRFNll; y l'Ol:ll ACION 

Gl:NEKAI llLL OCCIDl,N"T I' I)[ :i.ü:xH·o 

Anexo 111: Espectrofotometría de luz UV 

Procedimiento: 

Colocar 5 ~tl de la muestra de DNA en una celda de cuarzo conteniendo 1 ml de agua 

destilada, mezclar suavemente y leer a 260 y 280 nm. Mediante la aplicación de la 

siguiente fórmula se determina la concentración del DNA: 

• DNA ng/ml =DO 260 nin x dilución (1005 / 5 µl) x 50 (f3ctorconstante). 

• 50 es el coeficiente de extinción molar de 50 ng/ml de DNA que tienen la 

máxima absorbancia de J .O unidad de densidad óptica (DO) a 260 nm. 

Para detenninar la pureza del DNA (cantidad de proteínas), el valor de la relación DO 

260 nm/DO 280 nm debe ser de 1.8 a 2.0 para considerarse satisfactoria. 

Diaz B~irba Eduardo Ignacio 

60 



GENOTIPlf!CACl(JN Dlo HI ·1-Uf<RI •EN l'.-\Cli::N'I ES CON L:SCLL:ROSIS lvll.'L"IWU-ó RE\ll ITNl'i_-1\H"lJl\RENrl' y POBl..-\("h Jf\ 

(i!:NFRAL Df'LOCCll)fN'r1; OE Ml-XJC(I 

Anexo IV: Prueba RELITM SSO HLA-DRB TYlNG Kit 

Procedimiento: 

A) PCR 

l. Agregar a un tubo de 0.5 mi; 15 µI de solución de MgCb (6.0 mM). 30 µ!de 

Mastern1ix y 15µ1 de ADN, con una concentración de 13-15 ng/µI. 

2. Pasar las muestras a un termociclador y realizar la PCR con los siguientes 

parámetros: 

Paso Tem eratura Tiem o 
Desnaturalización 

Hibridación 
Elongación 

Elongación final 
Enfriamiento 

95ºC 
60ºC 
72ºC 

35 ciclos 
72ºC 
15ºC 

15 segundos 
45 segundos 
15 segundos 

5 minutos 

3. Añadir a cada muestra 60µ1 de solución desnarura!izante e incubar por 10 

minutos a tcn1peratura ambiente. 

l\1ota: El amplicon desnaturalizado, se puede almacenar a -20ºC por 3 meses. 

B) Prueba de hibridación 

l. Colocar las tiras en bandejas y añadir 5 1nl de buffer de hibridación (precalentado 

a 50ºC). 

2. Añadir 70 µl de amplicon desnaturalizado, tapar la bandeja e incubar por 30 

n1inutos a 50ºC (con agitación suave). 

3. Descartar el líquido y añadir 5 n11 de buffer de lavado; inmediatamente, agitar 

suaven1ente por 45 segundos y descartar el líquido. 

4. Añadir 5 mi de buffer de lavado (precalentado a 50ºC), tapar la bandeja e incubar 

15 minutos a 50ºC (agitando vigorosamente). 

Nota: los siguientes pasos se realizan en agitación suave. 

5. Descartar el líquido, añadir 5ml de solución de conjugado, tapar la bandeja e 

incubar por 5 nünutos. 
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GENOT!PIFJCACIÓN DE /fL4-DRBJ+ EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MlJL TIPLE REMll 1-:N-1 E-REC'\IRRE"NTE y POBLAC!ON 

GENERAL DEL OCCIDENTE DE MEXICO 

6. Descartar el líquido y enjuagar con agua. Añadir 5 mi de bulfer de !avado, tapar 

la bandeja e incubar por 5 minutos. 

7. Repetir el paso 5 y 6. 

8. Descartar el líquido, añadir 5 ml de buffer de citrato, tapar la bandeja e incubar 

por Sminutos. 

9. Descartar el líquido, añadir 5 ml de sustrato, tapar la bandeja e incubar 10 

minutos. 

10. Descartar el líquido, añadir 5 mi de agua des-ionizada, tapar la bandeja e incubar 

5 minutos. 

11. Repetir dos veces el paso 1 O 

12. Descartar el líquido y añadir 5 mi de buffer de citrato. 

Nota: Ja tira con el sustrato puede alma:::enarse a 8ºC por 3 días 

C) Revelado de la tira 

l. Pasar la tira a una bandeja, añadir 10 ml de etanol al 70% y tapar la bandeja. 

Luego agitar suavemente por un minuto. Finalmente, descartar el líquido. 

Nota: si la tira no se coloreo de bandas azules, repetir el proceso. 
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GFNOTJPIFICACION DL llLA-D!IBI • t:N PACIENTES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE REMITENTE-RECURRENTE y POBLACIÓN 

GENERAL DEL OCCIDENTE DE MÚXJCO 

Preparación de soluciones: 

Nota: de los reactivos necesarios para realizar las soluciones, solo el agua desionizada 

no es producto de catálogo. 

Buffer de hibridación (para 50 pruebru) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Agua desionizada 

SSPE concentrado 

SDS concentrado 

Volumen 

275 mi 

71 mi 

9 mi 

En un envasé agregar los reactivos en el orden de la lista y mezclar hasta homogenizar la 

solución. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer de lavado (para 50 pruebru) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Agua des-ionizada 

SSPE concentrado 

SDS concentrado 

Volumen 

1228.5 mi 

65ml 

6.5ml 

En un envasé agregar Jos reactivos en el orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la 

solución. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer de citrato (para 50 prnebas) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Agua des-ionizada 

Concentrado de citrato 

Volumen 

570 ml 

30ml 

En un envasé agregar los reactivos en el orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la 

solución. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente. 
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GENOT!PIFJCACJON DE llLA-DRB/• f'N PACIENTES CON lSCLERO.SIS \J(:L"] !PLE REMI rn'rr E-Rf:C\IRRENTE y POBl.ACION 
GENERAL DE! üCCIDlNTE DE MEXIC'O 

Solución de co1?jugado (para 50 prueba:.) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Agua des-ionizada 

Streptavidina HRP 

Volwnen 

276 mi 

832 µI 

En un envasé agregar los reactivos en el orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la 

solución. 

Nota: la solución pierde su actividad después de 15 minutos de su elaboración. 

Sustrato (para 50 pruebas) 

Reactivo 

Procedimiento: 

Sustrato A 

Sustrato B 

Volumen 

228.8 mi 

57.2 µI 

En un envasé agregar los reactivos en el orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la 

solución. Etiquetar el envasé y almacena a temperatura ambiente en cuarto oscuro. 

Nota: la solución se puede utilizar tres horas después de su elaboración. 
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