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RESUMEN

La esclerosis multiple es una enfermedad neuroldgica que presenta una etapa
inflamatoria y otra degenerativa de origen multifactorial. Que produce desmielinizacion
y daffo neweonal mediado por los elementos cclulares y séricos del sistema inmune
{lmfocitos, macrofagos. autoanticuerpos v complemento). A nivel mundial la esclerosis
miltiple es ia primera causa de discapacidad neurcldgica no traumdtica, en adultos
jovenes y afecta a las mujeres en una proporcidn 2:1 con respecto a los varones. En
México la prevalencia de la esclerosis multiple es baja (9 en 100,000 habitantes) en
comparacién con poblaciones de origen caucisico {100 en 100,000 habitantes). Sin
embargo, desde finales def siglo pasado fa esclerosis miltiple se ha vuelio una de las
causas mds frecuentes de consulta neurolégica en nuestro pafs. Entre los factores que
favorecen el desarrollo de la enfermedad, la predisposicion genética que se asocia con
los genes del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11, en particular el HLA-

DRBI#, destaca sobre los demas regiones génicas asociadas con la enfermedad.

En este estudio se determind la distribucion de las frecuencias de las familias alélicas
(alelotipo) v genotipos {ambos alelotipos} del HLA-DREI* en 59 pacientes con
esclerosis maltiple y en 189 personas sanas con origenes en el Occidente de México. Se
encontrd una asociacion de los alelotipos HLA-DRBI*IS (P =0.04; OR de 2.15: IC de
1.03-4.45) y HLA-DRBI*09 (P = 0.03; OR = 6.6; IC = 1.03-52.51) con el riesgo a
padecer la esclerosis maltiple. Ademas. en el analisis de genotipos se encontrd
asociacion de los diplotipos HILA-DRBI*15/%04 (P = 0.0046; OR = 6.23; 1C = 1.56-
26.49) y HLA-DRBI*04/%14 (P= 0.02; OR = 5.74; IC = 1.15-31.47) con el riesgo a
padecer dicha enfermedad. Los resultados confirman la asociacion de HLA-DRBI*IS
con el riesgo a padecer la esclerosis maltiple en nuestra poblacidn, tal y como se ha
reportado en otras poblaciones del mundo. Sin embargo, en nuestra poblacién se
encontrd ademds, que et HLA-DRBI*09 también conflere riesgo a padecer esclerosis

multiple; y que el HLA-DRBI*04 en conjunto con HLA-DRBI*I5 o HLA-DREI*14

tienen un efecto sinérgico que aumenta ef ricsgo a padecer esclerosis multiple.

Vi
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1. INTRODUCCION

La esclerosis mualtiple (EM) es delinida como una enfermedad autoinmune crdnico-
inflamatoria desmielinizante del sistema necrvioso central (SNC), que se presents en
adultos jévenes. genéticamente susceptibles v en la mayoria de los casos, causa
discapacidad neurclégica. Esta enfermedad es bifdsica con una clapa inflamatoria v otra
degenerativa, que puede presentarse en auscncia de un periodo de remisién u otro
proceso inflamatorio (Ludwin, 2006; Porras-Betancourt er o/, 2007). En la mayoria de
los casos esta enfermedad se manifiesta alrededor de la segunda o tercera década de la
vida; afecta a la mujer en una relacion de 2:1 con respecto al hombre
independientemente de su incidencia en la poblacidn. la cual aumenta en poblaciones
mds cercanas a fos polos geograficos (Noteworthy er al., 2000; Fugger ef af., 2009}. Los
primeros reportes sobre los dafios ocasionados al SNC, sintomas v caracteristicas de la

EM fueron realizados a finales del siglo XIX (Porras-Betancourt ez o, 2007).

Entre los sintomas mas frecuentes de la enfermedad se encusntran: la neuritis optica
unilateral, la mielopatia no traumaitica, la ataxia, la oftaimoplcjia internuclear, la
newralgia trigéminal, el vériigo. el signo de Lhemmitte. la flacidez de miembros,
disfunciones en general, reducceion del campo visual. Ademds, pueden presentarse otros
signos vy padecimientos que reflejan ¢l dafio en las distintas regiones cerebrales tales
como: motoras, seasitivas, cerebelo, nervios crancales y sistema auténomo. Después de
15 afios del inicie de la enfermedad, ¢! 80% de los pacientes con EM ticnen limitaciones
cognoscitivas v del 50-60% necesitan ayuda para caminar, Mientras, las afectaciones
psicologicas y cognoscitivas leves se observan desde el imcio de la enfermedad
(Noteworthy ef al, 2000; Porras-Betancourt e al, 2007; Rinker y Cross, 2007;

Oksenberg et al., 2008).

En el presente estudio se determinaron las frecuencias de los alelotipos y diplotipos
HLA-DRBI* en 69 pacientes con esclerosis miitiple recurrente-remitente y 189

personas sana, atendidas en el Centro Médico Nacicnal de Occidente (CMNO-IMSS).

Dioz Barba liduarde Tenacio
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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 Canada. EUA y Norte de Europa. la EM
tienen una prevalencia de 100 a 180 casos por cada 100.000 habitantes. En el resto de
Europa y Australia se estima una prevalencia de 40 a 100 casos por cada 100,000
habitantes. En Latinoamérica. Asia y parte de Africa 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 cdso de México. la prevalencia de la esclerosis miultiple 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 (Velazquez et al., 2002).

Figura 1. Mapa de Prevalencia de EM

Prevalencio Global de Esclerosis Miitiple

RINE

Tomado de www.atlasofms.org

2.1 Tipos de EM

La EM presenta basicamente dos vias de desarrollo: una caracterizada por episodios de
remision y recurrencia de la enfermedad (tipo remitente-recurrente) y otra caracterizada

por la progresion gradual del curso clinico de la enfermedad (Noteworthy er al., 2000;

Diaz Barba Eduardo Ignacio
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Murray, 2006). Con base cn estas vias de desarrollo se han determinado cinco tipos de

EM, descritas generalmente en ¢l Cuadro 1.

Cuadro 1. Tipos de EM y sus caracteristicas

TIPO DE EM CARACTERISTICAS ;
EM Remitente- Presente en apr:oxinmdamcme_ c.IISS% de los pacie'nn:s. Se.caructeriza por
presentar  perivdes de remision ¥ recurrencia  parciales o totales

Recurrente (EMRR) ¥ .
contnuos enfre 51,
. . Presente ¢n aproximadamente el 15% de los pacientes. Se caracteriza por
EM Primariamente . . )

) Iz avsencia de remisiones con un desarrolle lento y progresivo de la
Progresiva (EMPP)

enfermedad.
EM Sccundariamente Inicia como EMRR y posteriormente (mescs o afios) entra ¢n una fase
Progresiva (EMSP) progresiva, con o sin acompafamiento de ataques.
EM Progresiva Presenta un periodo de remision después de un largo periodo de
Recurrente (EMPR) progresion primaria.

Presente en 15 de cada 100 pacientes con EMRR. Se caracieriza por un
EM Benigna (EME) desarrollo moderado de la EM, con minima discapacidad motora
después de 10-15 aijios de iniciar Ia enfermedad.

Elaborado con hase en: Noteworthy ¢f al, 2000; Murray, 2006,

2.2 Diagndstico de fa EM

El diagnostico de EM no es senciilo, debido a la gran cantidad de padecimientos con
signos ¥y sintomas en comin como: infecciones virales o bacterianas, otros
padccimicntos autoinmunes, deficiencias nutricionales, anomalias estructurales v
algunas condicioncs gendticas. Por lo que €s necesario apoyar el diagnostico médico con
prucbas como: perfil inmunologico. perfit reumatolégico vy bisqueda de agentes
infecciosos (Pomas-Betancourt of al, 2007 Rinker y Cross, 2007). La enfermedad se
diagnostica por medio de los criterios de McDonald, que en el 2005, fueron
reestructurados al incorporar ¢! analisis de liquido cefalorraquideo (LCR) e imagenes de
resonancia magnética (IRM) medular. Esto ocasiond modificaciones en la valoracion e
interpretacion de las lesiones observadas z través de IRM medular (particularmente en
T2); al determinar a diseminacidn del dafio en relacién 2l tiempo y el espacio (Pelman
ef al., 2005). Esta reestructuracion de los criterios de McDonald ha permitido una
mejeria y una rapida identificacion del tipo de EM presente en los pacientes; asi como,

confirmar o rechazar su diagndstico {Rinker v Cross, 2007). Por otro lado. la valoracion

Diaz Barba Eduardo Ignacio
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primaria del diagnéstico y la progresion de la EM. sc realiza por medio de la Escala
Ampliada del Estade de Discapacidad (EDSS, por sus siglas en inglés), creada a
mediados del sigle pasado por John Kurtzk. y actuaiizada hasta nuestros dias. La escala
integra los resultados de Ja exploracién ncurologica de los pacientes en sistemas
neurcanatomicos independientes v excluyentes entre si. que al ser sumados da como
resuftado un valor numérico de 0-10 (Cuadro 2}, que permite catalogar a los pacientes en
un gradiente de discapacidad progresiva (Cadavid ef «f., 2010).

Cuadro 2. Esquema de los diferentes estadios, valores y caracteristicas valoradas er la
Escalu Amplia del Estado de Discapacidad (EDSS)

Escala Amplizda dei Estado de Discapacidad (EDSS)

FE R ENDEE R E R R EEERNEBEERE
ol of of ol o] ol ol o] 2 o 7| =] —| 2} =] =] = =] =j ~| =
=l=slstzl Sl =l sl S5t =| o] o] o] 2] o o] 2| o] 2§ c|le
SlelxTlTs o 2].212]218]2|2]L2]L282|L
EHEEEEEEEHEBEHEEEEHEEHE
] [fve] i) Wl I ) e I IR SR R R I B A B3 S -1 e
wiwfw|wio|w]w]w] e w|w

Vajores de .
EDISS 0‘3 4‘7 8‘9 10

Pacientes
]
Caracteristicas Lambios en la exploracidn Londicionadosala graves EE
valoradas neurcldgica independientzs capacidad deambulatoria sin %
de la deambulacion del paciente movilidad s

Nota: En color oscuro se marcan los cstadios y valores comrespandientes a las formas progresivas de la
EM, micniras, en claro sc identifican los extadios v valores recidivanies de 1a enfermedad (elaberado con

base en: Cadavid er af., 2010).

2.3 Patogénesis de la EM

Inicialmente, la EM se considero un descrden episddico caracterizado por el desarrollo
discreto de focos de lesion o placas de desmielinizacién en la materia blanca del SNC
con una preservacion relativa de los axones. Actualmente, s¢ sugiere una participacion
general de la materia blanca y la materia gris con diferentes grados de dafio axonal, el
cual se relaciona directamente con €l aumento de discapacidad y la transicion de la
EMRR a las formas progresivas de la enfermedad. Por lo que, la desmielinizacion se
considera el aspecto mds importante y bésico de la progresion eventuat ¢ irreversible de
la enfermedad (Ludwin, 2006; Murray, 2006). El dafio ccasionade por la EM en el SNC
se distingue por la formacidn de placas o lesiones en la materia blanca que se prolongan

hasta la materia gris. Estas lesiones se encuentran primordialmente en el cuerpo calloso,
4

Diaz Barba Eduarde lgnacio



GENOTIPIFICACION DE HLA-DRE! EN PACIENTES CON ESCLEROSIS MUILTIPLE REMITENTE-RECURRENTE Y POBLACION
GENERAL DEL OCCIDENTL DE MEXICO
en el centrum y en los hemisferios. asi como en dreas del tallo cerebral, la medula
espinal, los nervinos Opticos y el cerebelo. En las lesiones se puede observar
desmielinizacidn, gliosis (exceso de tejido fibroso formado por asﬁocitos), pérdida de
oligodendrocitos en el centro y frecuentemente cicatrices con macrofagos v linfocitos.
Ademas, en la mayoria de los cerebros de pacientes se ha identificado Ia presencia del

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

2.4 El proceso autoinmune en la EM

Los eventos exactos que suceden dentro del SNC cuando los Hinfoeitos T (LT) activados
entran a éste no son claros, pero se conoce que hay similitud en ¢l proceso inflamatorio
de la encefalomielitis alérgica experimental (EAE, por sus siglas en inglés) y la EM. En
ambas se ha observade que el ataque autoinmune contra los componentes de la mielina
en el SNC es mediade por linfocites CD4": Th; y Thy7 (principalmente Thys) (Ludwin,
2006; Goverman, 2009). Los linfocitos CD4” son células capaces de crear un medio
promotor de la inflamacién a través de la de citoquinas y la coestimulacién con células
presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés), ademas, de inducir
citotoxicidad y tener una gran capacidad proliferativa (Dittel, 2008). Para explicar el
origen del procese autoinmune en la EM se ban propuesto al mimetismo molecular y a 1a
proliferacién de linfocitos autorreactivos como posibles mecanismos causales. En el
primero, las secuencias peptidicas homélogas entre patégenos y los elementos proteicos
de la mielina originan una reaccién cruzada de los anticuerpos dirigidos a los epitopes de
los patdgenos (Sotgiu, er al., 2004; Rose y Carlson, 2007). En el segundo, el axén es
afectado por algiin agente lesivo que ocasiona degeneracion de la pared axonal o dafia la
unién axdn-oligodendrocito. La zona lesionada s fagocitada, procesada y los productos
presentados a Jos LT autorreactivos que desencadenan una respuesta autoinmune contra

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

2007).

2.4.1 El inicio de Iz inflamacion en la EM
Se han propuesto una serie de procesos desencadenados durante ¢l ataque autoinmune y

el proceso neurodegenerativo de la EM. Estos procesos se basan en fo observado en

Diaz Barba Eduarde Ignacie
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modelos experimentales (in vivo et in vitro}, estudios de LCR e inmunohistoquimicos de

biopsias y necropsias; y son descritos a continuacion.

El ataque autoinmune contra los componentes de la mielina en el SNC iricia cuando los
LT activados (CD4" y CD&") cruzan la barrera hematoencefélica (BHE) (Figura 2), a
través de una discontinuidad de la misma. Después de establecerse el proceso
inflamatorto, el paso de los demds elementos celutares del sistema inmune al SNC es
facilitado por las células endoteliales del vaso sanguineo (mecanismo de adhesion),
destacando la infiltracién de linfocitos CD8' (Ludwin, 2006; Peterson y Fujinami, 2007;
Rose v Carlson, 2007; Frischer er 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 interferén-y (INF-y). El GM-CSF
activa a la microglia, para establecer un contacto célula-célula con el linfocito CD4™ y
producir mas factores solubles en ambas células; mientras que el INF-y estimula |a
expresion de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus
siglas en inglés) en ¢l parénquima neuronal y dispara la produccién de quimiocinas que

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

En la EM la microghia activada sobre expresa CD45, MHC clase H y B7.2 (CD8&6),
moléculas que son esenciales para el reconocimiento del complejo MHC clase H/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 microglia, que su vez
une su molécula CD40 con Ja molécula ligando para CD40 (CD40L) del linfocito CD4"
(Dittel, 2008). Una vez formada esta interaccidn inicia una coestimulacion entre el
linfocito CD4 "y la microglia por las citoquinas: factor de necrosis tumeoral @ (TNF-x),

IFN-v ¢ interlenquina 2 (IL-2) (Ludwin, 2006).
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Sistema Circulatorio

LT activado

Endotelio vascular

Figura 2. Esquema del establecimiento del proceso inflamatorio 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
macrofago. ¢) La microglia activada localiza y fagocita un area axonal dafada, mientras INF-y estimula la
expresion del MHC clase 11 en ella. d) La microglia procesa y presenta el antigeno al linfocito CD4", que
reacciona ante ¢l al generar el ambiente inflamatorio (TNF-a ¢ INF-y) y promover la proliferacion de
Linfocitos (IL-2) (elaborado con base en: Ludwin, 2006; Peterson y Fujinami, 2007. Dittel, 2008;

Goverman, 2009)
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Figura 3. Interaccion molecular entre el LT y la microglia activada, durante la presentacion del
antigeno(s) procesado(s). (elaborado con base en: Dittel, 2008. Goverman, 2009).

2.4.2 Proceso crénico-inflamatorio y dafio neuronal

Al establecerse el proceso inflamatorio la BHE sufre una serie de alteraciones que la
vuelven disfuncional y la conducen a mantener el proceso crénico-inflamatorio. Los
factores que afectan a la BHE son: el INF-y. la interleuquina 1B (IL-1B) y el factor de
crecimiento endotelial vascular-A (VEGF-A, por sus siglas en inglés): el INF-y estimula
la expresién de moléculas de adhesion en el endotelio vascular (EV): mientras que la IL-
1B y el VEGF-A incrementan la permeabilidad de la BHE (Rose y Carlson. 2007: Dittel,
2008). La inflamacidon induce en el EV, la expresion de osteopontina o fosforoproteina

secretada 1 (SPP1. por sus siglas en inglés). que es liberada al drea perivascular del vaso

sanguineo (Figura 4).
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Figura 4. El EV en un medio inflamatorio produce SPP1. La SPPI se une a la a4Bl-integrinas del LT.
promoviendo la degradacion de IxBa (inhibidor de NF-¢B) e inactiva a FOXO3A: ademas. de promover la
produccion de IKKP, que intensifica la transcripcion de NF-¢xB (elaborado con base en: basado en:

Steinman, 2009).
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La SPP1 se une a las adfi]-integrinas de los linfocitos CD4™ estimulando a expresion de
citocinas proinflamatorias y Ia transcripcidn de NF-¢B (molécula de supervivencia
celular} e inactivando a FOXO3A (molécula proapoptética) (Steinman, 2009). Mientras
que [a produccion de TNF-a, IFN-y, IL-2, 1L- 6, IL-12, 1L-17, iL-21, IL-23, factor
transformador del crecimiento B1 (TGF-SL. por sus siglas en inglés). linfotoxina, C3a,
éxtdo nitrice (NO), dcido glutdmico vy especies reactivas de oxigeno tiene un efecto
sinérgico en ¢l mantenimiento del proceso inflamatorio y el dafio newronal (Cuadre 3 y

Figura 5).

La inflamacidn altera la homeostasis del dcido glutdmico, que favorece a produccitn de
oxido nitrico, inhibe la remielinizacion axonal v afecta ef metabolismo ecnergélico
(sintesis de ATP), al dafiar Ja actividad del complejo enzimatico en la cadena
transportadora de electrones (Chang et al, 2002; Dutta y Trapp, 2007). El dano
oxidativo en oligedendrocitos, axones y neuronas en la EM puede desencadenar la
apoptosis o la produccidon de cpilopes que contribuyen al proceso autoinmune-
neurodegenerativo de la enfermedad. Ademis, la acumulacion de los fosfolipidos
oxidados en axones puede ocasionar distrofia del trasporte axenal en conjunto con la
acumulacién anormal del precursor de proteina amiloide (Haider e «f.. 2011). Por ofra
parie, la sobre expresién de canales idnicos sensibles a voltaje Nav1.6 en la microglia v
Jos macrofagos se relaciona con su actividad fagocitaria v en los axones dafiados se
coexpresa con los intercambiadores Na'/Ca’™, condicién que produce un flujo continuo
de sodio y la acumulacion deletérea de Ca'" en la neurona (Craner or af. 2004; Peterson
y Fujinami, 2007). Mientras, en astrocilos la sobre expresion de los canales idnios
sensibles a voltaje Navl.5 ¥ GFAP tiene relacién con la secrecion de quimiocinas.

cltocinas y la formacion de la cicatriz glial en el SNC (Black et /.. 2010)
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Sistema Circulatorio

(ZDS

Endotelio vascular

Figura 5. La particion sinérgica de distintos linajes celulares durante el proceso cronico-inflamatorio de la
EM. a) La BHE pierde la capacidad de regular el paso de elementos celulares del sistema inmune en el
sistema circulatorio hacia el SNC, por efecto de la secrecion INF-y, VEGF-A. b) La secrecion de TNF-a
por microglia y los LT induce la migracién de CD4" al SNC. ¢) La propagacion monoclonal de linfocitos
CDS8' es inducida por IL-2. d) La microglia induce la secrecion de VEGF-A y secreta TNF-u. e) El
astrocito activa la secrecion de VEGF-A por el efecto de IL-1p. f) La secrecion de INF-y al parénquima
cerebral induce la expresion de MHC clase | en oligodendrocitos y neuronas (elaborado con base en:
Pathak y Palan, 2005; Rose y Carlson, 2007. Dittel, 2008: Goverman, 2009).
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Cuadro 3. Moléculas secretadas durante ¢l proceso crénico-inflamatorio de fa EM.

‘Molécula
! B
TNF-a Citocina CD4 ‘ Desencadena la migracion de CD4" del espacio
Endotelio perivascular al SNC ¢ induccion de apoptosis cn
vascular oligodendrocitos y neuronas {Dittel, 2008; Goverman,

Microglia 20091,
NMacrd fugo
IFN-y Citocina CD4' Estimuia la expresidn las moléculas de adhesién en el
endotelic  vascular, dispara la  produccién de
quimiccinas para macrdfagos y menocitos (Dittel,
2008; Goverman, 2009).

IL-1p Interleuquina Microglia  [ngrementa la permeabilidad de la BHE e induce la
Macrdfago  produccion de VEGF-A (Rose y Carlson, 2007).

-2 Interlenquina D4’ Estimula |z profiferacién de LT (Pathak y Palan, 20C5).

IL-6 Interlenquina Microglia  Tiene un pupel clave en la diferenciacion Thy; (Serada

Macréfaeo o7 gt 2008).

-8 Interleuquina Macréfego  Actividad quimiotictica para monocitos (Ramos-
Cejudo y Oreja-Guevara. 2010).

IL-12 Interleuquina Micreglia  proinflamatoria, activa Thy v NK, aumenta la respuesta
Macréfage  ge Th, zccion sinérgica con IL-§ ¢ induce la
produccion de INF-y (Pathak y Palan, 2003; Ramos-

Cejudo y Orefa-Guevara, 2010).

IL-17 Interleuquina Thys Regula la produccion de IL-23 y IL-2), induce la
produccion  de  quimiocinas  proinflamatorias v
promueve la infiliracion de células inmunes al SNC
{Dittel, 2008).

1L-21 Interleuquina Thiy Aumenta su actividad autderina (Rames-Cejudo ¥
Oreja-Guevara, 20103,

iL-23 Interleuquina Micro_glia Induce la diferenciacion y segregacion de Thy; (Rose y

Macréfage  Carlson, 2007: Ramos-Cejude y Oreja-Guevara, 2010).

VEGF-A Factor de ASIrocitos  Altera la permeabilidad de ia BHE (Rosc y Carlson,
crecimiento 2007

TGF-p Factor de Linfocitos  ympide la maduracién de las células progenitoras de

crecimiento oligodendrocitos (OPC) y promueve la diferenciacion

de Thy; (Dittel, 2008; Imitola er af., 2006).

Linfotoxina Citogina LT Induce la apoptosis en oligodendrocitos y neuronas
(Dvitrel, 2008)

C3a Quimiocina Neuronas Actividad quimiotactica en macrofagos y microglia
ASIOCItOs  (ingram er af., 2008).

Oxido nitrico  Radical libre Microglia o axonal (Duita v Trapp, 2007).

y ERO’s Maerdfugo ’

Acido Neurotrasmisor  Microglia Excitotoxicidad (Dittel, 2008}

glutidmico LT
Astrocitos
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2.4.3 La respuesta adaptativa en {a EM

En tejido cerebral, LCR y suero sanguineo obtenido de pacientes con EM se han
identificade  autoanticuerpos (aAc) dirigidos contra epitopes de la proteina de
proteolipide (PLP, por sus siglas en inglés), la proteina bisica de miclina (MBP, por sus
siglas en inglés}, la glucoproteina micloide de oligodendrocitos (MOG, por sus siglas en
inglés). la tubulina y los neurofilamentos (Ludwin, 2006; Peterson y Fujinami, 2607). La
PLP v MBP son las proteinas mas abundantes en las vainas de mielinz del SNC; ] PLP
es requerido para ¢] mantenimiente axonal independientemente de su papel durante la
formacion de la mieiina; la funcion primaria de la MBP es mantener la compactacion de
la vaina de mieliza y mantener la integridad axonal (Musse ef af., 2006; Dutia y Trapp;
2007 Goverman, 2009). Mientras, MOG forma parte de {a membrana plasmatica de
oligodendrocitos, que recubren vanos segmentos de axenes con mielina; asi como, de
soportar la actividad y estabilidad neuronal (Dattel, 2008). Ademas, los aAc dirigidos
contra epitopes de MOG y MBP, se encuentran en concentraciones elevadas en LCR ¥
suero sanguineo de pacientes con formas progresivas de la enfermedad (EMPP vy
EMSP). donde se ha estabiccide una corrclacion entre el aumento de concentracion de
estos aAc y el grade de progresién de la enfermedad, principalmente para los aAc
dirigidos a epitopes en MOG y para la region aminoacidica 130-156 de la MBP (Musse

et al., 2000: Zhou et al,, 20006; Belogurov ¢t af. 2008).

A pesar de la presencia de aAc en pacientes y el uso de su identificacién para el
diagnéstico de la enfermedad; asi como, de la identificacion de linfocitos B (LB) en
tejido cerebral, LCR y suero sanguineo obtenido de pacientes con EM, {a contribucion
de LB reactivos especificos a mielina en el desarrollo de la EM es poco conocida
(Ludwin, 2006; Rinker y Cross, 2007; Belogurov et al., 2008; Frischer ef ai., 2009}, Sin
embargo, recientemente, se ba reportado una correlacion entre poblacion clonal de LB
en meninges ¥ LB infiltrados al SNC, lo que sugiere que [a maduracién y propagacion
de LB autoreactivos s¢ localizan en reas extra parenquimales del SNC (nodos linfoides

periféricos o meningeas), desde donde subsecuentemente se difunden a través del LCR a
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diferentes localidades del SNC, para contribuir al dafto tisular de la lesidn activa (Lovato

et al., 2011).

2.5 Ambiente, genes y EM

Los estudios de EM han encontrado un grado de asocizcién positiva 0 negativa de la
enfermedad con faclores ambicntaies y gendticos. Por lo cual, ademds de fener una
predisposicion génica, uno ¢ mds de los eventos ambientales de riesge (asociacion

positiva) son necesarios para el desarrolle de la enfermedad (Fugger et al, 2009;

Goodin, 2009; Ramagopalan y Ebers 2009b).

La influencia ambiental (IA) puede suceder en una o varias de las etapas de la vida: pre-
postnatal (primera JA), nifiez-adolescencia (1A del nacimiento 2 la juventud) y adulio
(IA que desencadena los padecimientos clinicos de la enfermedad) (Goodin, 2009).
Entre {os factores ambientales de riesgo para la EM se ha reportade el vivir en latitudes
més cercanas a los polos geogrificos y las infecciones virales v bacterianas; destacando
los virus EBV (virus Epstein-Barr), HHV-6 (herpes-virus 6 humano) y HSV-1 (herpes-
virus simple). Mientras gue como faclor protector o de asociacién negativa, se ha
descrito a la relacidn entre exposicion solar y concentracién de vitamina D (Sotgiu, ef
al., 2004, Ebers, 2008); principalmente en la etapa pre-posnatal y como posible
prevencion durante la etapa juventud-adultez en personas genéticamente susceptibles

(Ramagopalan. ef ¢f., 2009a; McDowell, ef af.. 2010; Staples, et al., 2010).

Por otro lado: entre los factores genéticos se han reperlado alelos de genes que codifican
profeinas neuronales e inmunoldgicas, de los cuales, destaca la region génica del
Compleje Mayor de Histocompatibilidad (MIIC, por sus siglas en inglés). Al
Proporcionar un riesgo mas elevado de desarrollar EM que otra regidn génica conocida
{Fugger et i, 2009; Ramagopalan, er al, 2009). Esta rclacion de riesgo con la
enfermedad del MHC es constanie en la mayoria 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 determinada para desarrollar una enfermedad especifica. Los valores < 0
implica un asvciacion negativa o efecto protector a la enfermedad. el valor | implica una

13
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asociacion neutra ¥ fos valores > | implican una asociacion positiva a la enfermedad.,

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

2.6 EI Complejo Mayor de Histocompatibilidad

La region génica del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en
inglés) se nombro asi, por sus peculiares caracteristicas. Primerc, el término complejo se
le otorgé porque esta conformada por numerosos loci estrechamente relacionados entre
si y con subfunciones diferentes. Mientras, que los témminos mayor e
histocompatibilidad se refieren al papel fimdamental que tiene en el rechazo de

trasplantes (Pathak y Palan, 2005).

Los genes de la region génica del MHC (Figura 6), también conocida como Antigeno
Leucocitario Humano (HLA, por sus siglas en inglés) se localizan en el brazo corto del
cromosoma & en el Jocus 6p21.3 y abarca alrededor de 4 Mb con 150 genes
aproximadamente (Oksenberg y Hauser, 2005; Schmidt et al., 2007). En el extremo
cercano al teldmero se encuentran los genes de clase 1 (HLA-4 y HLA4-B), mientras en la
region préxima al centrémero se encuentran los genes de clase 1 (HLA-DR, HLA-DP y
HIA-DQ) v en la regidn intermedia se encuentran los genes de clase 111 (Barcellos et af,

2006} (Figura 6).

Las regiones génicas del MHC clase I y 11, poseen zonas polimérficas en los exones 2 y
3, y los productos de ambas regiones génicas son glucoproteinas de superficie celular
que intervienen directamente en el reconocimiento inmunologico de las células
{Oksenberg y Hauser, 2005; Barcellos ez al., 2006). Los genes de la region HLA clase 11
codifican glucoproteinas, que se estructuran en un complejo heterodimérico (Figura 7)
formado por una cadenz ¢ ¥y una cadena B, a su vez cada uma tiene un dominio
transmembranal y dos dominios extracelulares {(al, o2 y B1, B2) que se alinean v
confrontan, para generar un espacio a nivel de los dominios al y p1 donde se incorpora
el péptido procesado por las células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en

inglés) que muestran el antigeno principalmente a linfocitos CD4” cooperadores (Pathak

v Palan, 2005).
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Clase !

Clase il

g Clasell
Mb

Glucoproteinas

Cromosoma &
Figura 6. Esquema del Jocus 6pZ1.3 y las glucoproteinas codificadas por el MFC clase [ y clase If
(elaborado con base en: Oksenberg y Hauser, 2005; Barcellos et af, 2006).

Superficie membranal de APC

Figura 7. Esquema del HLA clase I1. En color claro se observa ia cadena {§ ¥ en color oscuro a la cadena
«, asi como, a sus subunidades correspondientes. En la parle superior se observa el espacie generado por
la interaccion de los dominios B1 y «l para la incorporacion del antigeno procesada por alguna APC

(elaborado con base en: Pathak y Palan, 2005},
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2.7 El gen HLA-DRB1* y su nomenclatura

El gen HLA-DRBI* codifica al dominio B1 (antes mencionado) o DRB1 del MHC clase 11,
esle gen presenta varios alelos (1,017) que pueden codificar alguna de las diferentes
isoformas del péptido. Las variaciones en la secuencia de aminoacidos en la DRI
determinan las capacidades de union y presentacion del antigeno(s) que pueden
desencadenar la enfermedad por el MHC clase I1. Por lo que. los alelos HLA-DRB!* se han
relacionado estrechamente con la susceptibilidad a padecer EM (Ramagopalan. er al..
2009b: Ramagopalan y Ebers. 2009b; www.hla.alleles.org, 2012). Los alelos del HLA-
DRBI* se nombran (Figura 8) de la siguiente forma: los primeros dos digitos designan la
familia alélica (alelotipo). determinada por el antigeno seroldgico o alotipo (producto
proteico de un alelo que puede ser antigénico en miembros de la misma especie: cuadro 4).
El tercero y ¢l cuarto digitos designan diferencias en la secuencia de nucledtidos de la
familia alélica, que cambian la secuencia de aminodcidos de la proteina codificada. El
quinto vy sexto digitos designan variaciones de un nucledtido (SNPs. por sus siglas en
inglés) en las regiones codificantes (RCs). El séptimo y octavo digitos designan variaciones
presentes en las regiones intronicas 3°y 3 no codificantes (RNCs). Ademas, se separa cada
set de digitos por dos puntos y seguido. La diagonal (/) separa un alelo del otro presente en
el mismo loci y el punto y coma (:) separa los alelos de diferentes /ocus en un haplotipo
(Holdsworth ef al.. 2009: Ramagopalan y Ebers. 2009b: Marsh er al.. 2010; Nunes et al..

2011).

Sub-Region Variacionesen

Region Sub-Unidad

RNC
génica Sub-tipo ‘_LI
= l« rh
HLA-DRB1*15010201

Cadena
peptidica
(B)

/ T AI:E:ipa

Locus

Figura 8. Ejemplo del sistema de nomenclatura de los alelos del /L4 (elaborado con base en: Holdsworth et
al.. 2009).
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Cuadro 4. Alelos HLA-DRBI* y alotipos (DR) correspondiciites

Alelos Antigeno sérico - Antiseno sérico
*I1:Y DR1 *10:01 DRI¢
*¢1:03 DR103 *10:02,-:03 Desconocido
X Desconocido
*11:¥ DR11(5}
*33-Y BR17(3) *PfX Desconocido
*03:02, :03 DRIS{3)
*03:Z DR3 *12:01-:03, 05, :06 DRI2(5)
*03:X Desconecido *[2:X Desconocide
*04:¥ DR4 *H3:¥ DR13(6)
*04:81N Sin expresion *13:54 DRI4{6)
*G4:X Besconocido *I13:X Desconocido
#07:01-:04, :09 DR7 *J4:¥ DR14(6}
07 10N Sin expresion *14:03 DR1403
97X Desconocido *14:04 DR1404
*08:Y DRS *14:16-:18 DR6
*08:31 DRI11(5) *J4:15 DR3
(8- X Desconocido *14:53 DR13{6}
*39:01, :05 DR9 *J 492N Sin expresién
99X Desconocido *14:X Desconscide
*16: ¥ DRI16(2) *15:01-:07 DRI15(2)
*16:03 DR2 *15:08 DR2
*16: 13V Sin expresion *I5: TN Sin expresion
*16:X Desconocido 5N Desconocido

= X =cualquicr subtipo no especificado

o NQQY = #3101, 02, 004, :07,.09, 013,

o EGYLY = WS04 04,000 00 43

s X3 = 0305007, 012, 14,0050 023, 034, 40

o RO Y =000 D) 3-007 0026, 028,029, 03, 032042064

IS Y = ROB0]-07:09-072 004,006,007

o KLY = RL07-A09 A002 T, cJ3-006 19020, 0230 025007 009, 037, 052
o Cf3Y = K30F008, SF0-009 0162020, 022,027,029, 030, 142, 32, 37, 166

o ALY = %1400, 02, :05-:08, 010-:14, 019222, 226, 027, :29. 149, 050, (60

o KoY =¥16:01, 002 :04, :05:09
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2.8 La EM y alelos HLA-DRBI*

El locus HLA-DRBI* de la region génica del MAC posee la mayer asociacién con la
susceptibilidad o resistencia a la EM (Lincoln ef «f., 2005). Er varios estudios s¢ han
determinado los alelos del HLA clase Il que se relacionan con el desarrollo de 1a EM en
su poblacién (Cuadro 5). En la mayoria de estos estudios, el alelotipo HLA-DREI*13 se
ha asociado con el riesgo de padecer EM v en algunas poblaciones, también los
alelotipes HILA-DRB1*08, HLA-DRBI*03 y HLA-DRBI1*04 se han relacionado con
dicho riesgo. Por otro lade, el alclotipo HLA-DRBI*(! se ha considerado como
protector contra la EM por mostrar una relacién negativa con la enfermedad. Ademds.
otros estudios (Fusco ¢f al., 2001; Weatherby ef al., 2001; Zabay-becernil et af., 2004;
QOksenberg ¥ Hauser, 2005; DeLuca ez af., 2007; Smestada et al., 2007; Hafler ¢t of,
2007; Ramagopalan er al., 2007; Ramagopalar, ¢ al., 20090; Sombekke et al., 2009)
han reportado la asociacién positiva del alelotipo HLA-DRBI*15 con:

= Laprogresion rdpida de ta enfermedad (EMPP)

= Una frecuencia elevada del alelotipo en mujeres

« La respuesta favorable al tratamiento con acetato de glatirimero {(conocido
tambidén como copolimero 1 o copaxone)

» Elimcio temprano de la enfermedad

e Una frecuencia elevada en familias con EM

e Lapresencia de SPNs relacionados con la enfermedad en su Jocus

* La sobre expresion del MHC clase [1 disparado por 1,25-dihidroxidada vitamina
D (1,25{0H).D) en concentraciones elevadas

En pactentes que poscen ¢l alelotipo HLA-DRBI1*04 (Weatherby et of., 2001; Deluca ¢t
al., 2007; Hoftfimann et al., 2008) se ha observado una asociacion con:

= LaEMPP
= Laprogresion lenta de la enfermedad (EMB)
* La produccion de anticuerpos (Ac) a INF-p

Por oftra parte, el alelotipo HLA-DRBI*(] en pacientes con EM se ha asociado con el
desarrolle de la EMB (DeLuca et al., 20607). Por otro lade, se ha observado en estudios
de diplotipos {(ambos alelotipo) en pacientes, el aumento de los valores OR de algunos
diplotipos al mas del doble del valor obtenide al analizar solo un alelotipo. Estas

observaciones han llevado a proponer que ¢l balance entre susceptibilidad v proteccion a
ix
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la EM es determinado, por fa iategracidn de las interacciones cn trans y cis entre los
alelos del MHC clase 11 heredados en cada individuo (Dyment er of., 2005; Barcellos e
al., 2006; Ramagopalan ¢z ai., 2007; Caillier ez al., 2008; Chao ef al., 2008).

Cuadro 5. Alelos HLA-DRBI* y su relacion con la enfermedad

Poblacién " HLA-DRBI*asociados HLA-DRBI* no asociados’
Hemisferio Norte™= 93, %08, %15, *I6 ' 07, %07, %10, *11 y *I4 ()
'Sng é_e’Egropg- 03, %04, *08 *10:01, *13 *14. *I5 %01 %06 *11 *13 (1)

Asia Occidental *03, *04, *13:03, ¥I5 *04, *1;0, *14 (%)

Asia Oriental’ %44, %68, *15, *I6 *09 ()

Meéxico *03, *04:03, *08, *08:02, *I5 *07(§)

Sudamérica *QI1:03, *15 *97:01 (0)

Origen Africano *03:01, *15, *15:03 *11 (m)

Origen Caucisico™* %03, %5 91, %04, ()

*% Canad4, E.U.A. y Norte de Evuropa

*%% ( Australia, Nueva Zelanda y Sudafiica)

1 Hawkins e af., 1990; Coradéu er af., 1998; Fusco et al., 2001; Ligers et al, 2001; Weatherby er a/,
2001; Dyment ef af., 2005; Barcellos er «f.. 2006; Ramagopalan er al., 2007.

T Marrosu e al, 1998; Pina e af, 1999; Villeslada er of, 2002; Fernander. er al,, 2004; Brassat ef of.,
2005; Dean et al., 2008; Ferndndez et al., 2009; Pastorine ¢r ¢l 2009; Silva et af.. 2009.

¥ Kami et al., 1999; Kwon et af., 1999; Kalanie er al., 2000; Kankonkar et f,, 2003; Al-Shammni er af.,
2004; Ghabace 2009; Flechter et af.. 2011.

+ Fukazawa et al., 1992; Ono ef al., 1998; Fukazawa et af.. 2000, Wu et al., 2009; Qiu et al., 2010,

§ Gorodezky er al., 1986; Alvarado-de la Barrera ef af., 2000; Aldez et af., 2005.

O Alves-Ledn ez ol., 2007; Patrucco er of., 2009, Rojas er ol 2010,

m Oksenberg ¢f al., 2004; Alves-Ledn e ol 2007; Deschamps ef af.. 2011,

© Stewart ¢ af., 1997, Stankovich e af,, 2009,
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2.9 Epistasis en la EM

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

enmascarar ¢ disminuir el efecto de un segundo Jocus. Por lo cual, el riesgo de

asoclacion de un alelo con una enfermedad depende de la presencia o ausencia de un

segundo alele (Lincoln et af.; 2009), En la EM se han determinade tres tipos de epistasis

entre los alelotipos de HLA-DRBI* (Cuadro 6): dominante negativa, en 1a cual la

presencia de un alelotipo disminuye e} niesge que representa poseer otro alelotipo

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

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

paciente se relaciona con el mnicio, la respuesta al tratamiento, la evolucién o las

caracteristicas de la enfermedad (Ramagopalan y Ebers, 2009a).

Cuadro 6. Epistasis entre los alelotipos HLA-DRBI1* y EM.

Poblacién. Diplotipo

DRBI*
Sinérpica México *08:02/%08:02
Dominanciz *13/%01
negativa Canada
Sinérgica *08/*15
Sinérgica *Q8/*I5 *15/%13

Europa y

Dominancia EUA *14/%515
negativa
Fenotipo *15/%15
Clinico Canadi *IX
*EMM"
*EMB®
Fenotipo
Clinico Espafia
*EMPP” *G4/X
Fenotipo 47515
Clinico Australia *1re1s 0403
*EMPP”

*J13/*15
Sinérgica *03/%03
Fenotipo
Clinico
*Inicio Australia
temprang” *04:01/%15:01
*Inicio
temiprane’ *08:01/%04:01

Objetivo del estudio

Definir los alelos HLA clase IT asociados con
Ia enfermedad en poblacién Mestiza (Aldex er
af., 20605)

Comparar los alelos HLA-DRBI* heredados
entre afectados y familiares sanos (Dyment ef
al., 2005)

Congcer ¢l riesge ¢ interaccién fenetipica del
HLA-DRBI*I5 con los demas DREI™* entre
afectados vy familiares sanos (Barcellos ef ol,
2006)

Comparar los alelos HLA-DRE1* presentes
en pacientes con EMB, EMM y poblacién
sana (DcLuca er al., 2007)

Determinar los alelos HLA. clase II asociados
con EM en el norte de Xspafia (Fernandez ¢r
al 2009)

Comparar los alelos del HLA-DRBI*
presentes en pacientes con EMPP y poblacién
sana (Stankovich ¢z al., 2009)

Determinar la relacion de los alelos HLA-
DRB1* v Ia edad de los pacientes al iniciar la
enfermedad (Wu ¢r al., 2010}
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las 0Jtimas décadas ha aumentado dristicamente el numero de casos de EM en
nuestro pafs y desde 1998, es censiderada como una de las principales causas de
consulta neurclégica (De la Maza et al, 2000; Veldzquez-Quintana er af, 2003;
Cordova et al., 2007; Corona y Flores, 2009). En el 2007, se report6 a la EM como la
primera causa de discapacidad neuronal en mujeres adultas-jévenes (Boletin 7 de Junio
2007, IMSS). En nuestro pais los estudios genéticos del HLA-DRBI* presente en
pacientes han asociade a alelos HLA-DRBI*[5:0!, HLA-DRBI¥08:02, HILA-
DRBI*04:03 y HLA-DRBI*03:0] con el nesgo de padecer EM (Alvarado-de la Barrera
et al, 2000; Aldez et al, 2005). Por otro lado, los estudios filogenéticos han revelado
que alrededor del 28% de nuestra poblacion mestiza posee alguno de los aleles ALA-
DRBI* que se han asociado a la EM (HLA-DRBI*]5:01 del 5.5-10.5 %; HLA-
DRBI*08:02 del 7.8-16.2%; HLA-DRB1%04:03 del 1.5-4.5%; v HLA-DRBI*03:01 del
2-10.5%) {Gorodezky et al., 2001; Vargas-Alarcéon et af,, 2010). Particularmente, en el
caso de la poblacién de Guadalajara alrededor del 9% posee algunc de los alelotipos
HIA-DRBI*15 (3.7%) y HLA-DRBI*03.:01 (5.6%) (Cortes ef al., 2004). Sin embargo,
aunque en Jalisco se encuentra una de las clinicas especializadas en EM que mds
pacientes atiende en el pais, con una poblacién de 400 pacientes aproximadamente
registrados hasta ef 2010, la distribucién y frecuencias genéticas del HLA-DRBI* en

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

La determinacién de las frecuencias genéticas de los diplotipos HLA-DRBI* en
pacientes con EM del OM podria favorecer el desarrollo y estandarizacion del
tratarpiento y manejo clinico mds eficientes para el paciente, asi como conocer las
frecuencias genctipicas del HLA-DRBI* en pacientes con EM del OM. Por otro lado, Ia
determinacion de las frecuencias genéticas de los diplotipos HLA-DRBI* de la
poblacidn sana permitird tener una mejor perspectiva de la diferencia genotipica entre
ellos y los pacientes, lo que ayudaria en el desarrollo de estudios moleculares para el

diagnostico de la enfermedad.
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5. HIPOTESIS

H;: La frecuencta génica de alelotipos y diplotipos, asi como la funcion de similitud del

HILA-DRB1* entre pacientes con EM y poblacidn sana (PS), son diferentes,

Ha: La frecuencia génica de alelotipos y diplotipos, asi como la funcion de similitud del

HILA-DRBI* entre pacientes con EM y poblacién sana (PS), no son diferentes.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Determinar la asociacion de riesgo y la funcién de similitud de los alelotipos y
diplotipos del HLA-DRBI* entre pacientes con EM y la poblacion sana del Occidente de

Meéxico.

6.2 Objetivos particulares

1. Establecer las frecuencias de alelotipos y diplotipos del HLA-DRBI* en
pacientes con EM y poblacién sana (PS) del Occidente de México y comprobar

si se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

2. Evaluar Ja asociacién de alelotipos y diplotipes HLA-DRBI* con la EM por

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

Calcular los valores OR de los alelotipes y diplotipos de HLA-DRBI* en cada

)

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

desarrollo de EM.

4. Comparar las frecuencias génicas del HLA-DRBI* (alelotipo vy diplotipo) entre

ambos grupos para establecer las similitudes entre ellos.

5. Realizar un andlisis por subgrupos de diplotipos en pacientes y poblacién sana

para determinar la similitud entre ambas poblaciones a este nivel.

24
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Casos y controles

7.2 Universo de estudio

El grupo de pacientes fue capiado en la Clinica de Esclerosis Miltiple del Centro
Médico Nacional de Occidente bajo los siguientes criterios:

s Inclusiém: pacientes con diagndstico de EMRR de acuerde con los criterios de
McDonald (revision 2005), que presenten un valor EDSS de 5 0 menos {sin
importar tiempo de evolucion; ni tratamiento de la enfermedad); con padres v
abuelos originarios del Occidente de México; y que lean v firmen la carta de
consentuniento informado.

e No inclusién: pacientes con alguna otra enfermedad autoinmune,

s  Exclusion; casos en los cuales la muestra obtenida fue insuficiente o con

condicion inadecvada para la obtencidn y purificacién del DNA.

El grupo de pacientes tuve una edad promedio de 36.26 aiios (DE = 9.84 aifios); el 68 %
de los pacientes fieron mujeres; y el valor promedio de la escala del estado de

discapacidad ampliada (EDSS) fue de 2.48 puntos (DE =2},

El grupe de poblacién sana (PS) fue captado u obtenido de la base de datos de donadores
de la unidad de transplante del Centro Medico Naciomal de Occidente (con previo
consentimiento del donador) con padres y abuelos eriginarios del Occidente de México.

El grupo tavo una edad promedio de 36.19 afios (DE = 8.9) y el 60 % fueron mujeres.
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7.3 Tamaijio de muestra

Tama_ﬁo de muestra: 59 casos de EM y 189 controles; se determinaron los valores antes

mencionados por medio de la ecuacién de Fleiss para estudios de casos y controles
(Flziss, 1981).

- [Zgz JEtlipg +Zy g mmay +Pz‘l2]2
1=

Py ~p2)*

g =rmy
R = Némero de casos
;= Nimero de controles

Z_» = Error alfa (intervalo de confianza de la prueba): 0.03

Z, = Error beta (poder de la prueba): 60%
I' = Relacién entre controles y casos: 3
P1 = Porcentaje de controles con exposicion y q; = 1-py: 16.7%*

P2 = Porcentaje de testigos con exposicién y g = 1-pa: 6%*

I»,:Pi Hipy
r+l vy g=1-p
Mny=153 ny= 159

* Los valores py y p; corresponden al rango de frecuencia para el alelotipe HILA-

DRBI*]5 anivel mundial, consideradas como referencia para este cdlculo.

7.4 Procedimiento

Se colectaron de 3-4 mi (por duplicado) de sangre venosa por puncidn en tubos con
EDTA como anticoagulante de pacientes de la Clinica de Esclerosis Multiple en el
Centro Médico Nacional de Occidente, IMSS (Guadalajara, Jal.), con padres y abuelos

originarios del Occidente de México. Las muestras obtenidas se trasportarcn en una

26

Diaz Barba Eduardo lgnacio



GENOTIPIFICACION DL HLA-DREI* EN PACIENTES CON ESCLERQSIS MULTIPLE REMITENTE-RECURRENTE Y PORLACION
GENERAL DEL OCCIDENTE DE MEXICO

hielera al Laboratoric de Desarrollo, Envejecimiento y  Enfermedades
Neurodegenerativas de la Divisidn de Neurociencias del Centro de Investigacion
Biomédica de Occidente, CIBO-IMSS para la inmediata extraccion del DNA. La
extraccién y purificacion del DNA a partir de sangre {(Anexo I) se realizé por medio de
la combinacitn del protocolo de Miller para el aislamiento de leucocitos de 1a sangre ¥
el protocolo de Gustincich para la obtencién final del DNA (Miller e af, 1988;
Gustincich er al,, 1991). La concentracién del DNA obtenido se estimé por medio de
espectrofotometria de tuz UV (Anexo II) a 260 nm, Iz valoracidn de su calidad por
medio del indice de absorbancia 260/280 nm y su integridad se analizé por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 1% con SYBER-SAFE (Anexo ). Después de 1a
electroforesis los geles se observaron en un transiluminador para e! andlisis de la

imagen.

La tipificacién de los aleotipos y diplotipos de las muestras se realizé por medio de la
prueba RELI™ SSO HLA-DRB TYING Kit de Invitrogen (Anexo IV}, que se basa en
la amplificacion del fragmento genOmico de interés por reaccién en cadena de la
polimerasa {PCR) (Mullis y Faloona, 1987}, seguida de un proceso de desnaturalizacién
quimica e hibridacidn de los productes de PCR con una serie de 54 diferentes
oligonucledtidos de secuencia especifica (S5O, por sus siglas en inglés) separados entre
si 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 hibridacion
se realizé una serie de lavados para estabilizar 1a reaccion de hibridacidn y eliminar los

fragmentos de DNA. que no reaccionaron, _ .

La visualizacidn de los distintos complejos de hibridacion se realizé por la reaccidn del
conjugado estreptavidina-peroxidasa con los fragmentos lineales del DNA, al afiadir
agua oxigenada (H,0;) y el sustrato tetrametilbenzidina (TMB), que originé un
complejo de color azul con el DNA hibridado. De esta forma, el resultado se compone
de bandas que reaccionaron (color azul) y sin reaccion (sin color) a lo largo de un

soporte (Figura 9). de acuerdo a los alelos presentes en la muestra. Finaimente, se
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compard cada soporte con una tabla de patrones para su interpretacion {Invitrogen ™.
2008). La determinacion de la frecuencia de los alelotipos y diplotipos HLA-DRB!* en
PS se realizo analizando los resultados de las pruebas de compatibilidad del HLA
{especificamente HLA-DRBI™*), que se practican en [a unidad de trasplantes del Centro
Médico Nacional de Qccidente (CMNO. IMSS). debido a que utilizan el kit mencienado

anteriormente.

f ,,_.1,!._7__.__._.. . P - .;2__; e E
T S B

Figura 9. Imagen dec dos soportes con SSO después de pasar por el proceso d¢ hibridacion. Arriba, la
secuencia de bandas que reaccionaron son correspondientes con el genotipe HLA-DRB/*(4/%15 y abajo
con el genotipo HLA-DRBI*01/*12.

Las frecuencias de los alelotipos y diplotipos presentes en pacientes v poblacion sana. se
analizaron y graficaron por medio de Excel. ademds se obtuve la similitud existente
entre ambos grupos por medio del andlisis de similitud Bray-Curtis. Con los datos de los
diplotipos se realizaron subgrupos con las diferentes familias alélicas del HLA-DRBI*, ¥
se establecidé la similitud de ambos grupos estudiados a este nivel. Se determind el
equilibrio Hardy-Weinberg de las frecuencias genotipicas HLA-DRB!*. en ambas
poblaciones, utilizando el programa GENPOP version 4.0.10 (Guo y Thompson. [992:
Rousset y Raymond, 1993). La significancia estadistica entre las frecuencias de
alelotipos y dipletipos entre pacientes y PS. se estableciéo mediante la prueba de ji
cuadrada y prueba post-foc de Fisher (integrando los valores de 7). Los valores de OR
se obtuvicron por medio de cuadros de 2x2. Para realizar el andlisis de similitud Bray-
Curtis se calculo la raiz cuadrada de los dados de los alelotipos v diplotipos HLA-DRB/!*

como pretratamiento,
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8. RESULTADOS

8.1 Anilisis de alelotipos HLA-DREBI*

El andlisis de las familias alélicas HLA-DRBI* en 59 pacientes (118 cromosomas) y 189
personas sanas (378 cromosomas) demostré que: Ja frecuencia del alelotipo HLA-
DRBI*04 (34.74% en pacientes y 27.25% en controles) en ambos grupos es clevada.
Mientras que los alelotipos HLA-DRBI*15 (12.71% en pacientes ¥ 6.35% en controles)
v HLA-DRB1*09 (3.38% en pacientes y (.52% en controles), fueron significativamente
mas frecuentes en pacientes que en el grupo control. Por otro lado, los alelotipos HLA-
DRRBI*13.(0% en pacientes y 3.17% en controles), HLA-DRBI*08 (4.23% en pacientes
y 8.46% en controles), HLA-DRBI*03 (5.08% en pacientes y 10.05% en controles) y
HIA-DRBI*0! (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).

Alelotipos

M EM gControles

Figura 10. Frecuencia de los alelotipos AALA-DRB.* en pacientes y poblacién sana.
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Al realizar la prueba de Fisher de una cola ¥ dos colas se determiné que los alelotipos
HLA-DREI*15 (P = 0.04;IC = 1.03-4.45) y HLA-DRBI*09 (P = .03, 1C = 1.03-52.51}
se asocian con ef riesgo a desarrollar EM con un valer de OR de 215 y 6.6
respectivamente; ninguno de los alelos HLA-DRBI* mostrdé una asociacion de
proteccion contra EM; sin embargo, en la prueba de Fisher de una cola, el alelotipo
HLA-DRBI*10 presento un valor de P = 0,03 (IC = 0.0-1.36: OR = 0) (Cuadro 7). Por
otro lade, se determind una similitud del 85.82% de las frecuencias de los alelotipos

HILA-DRB1 * presentes, en pacientes y el grupo control.

Cuadro 7. Tipificacion del HLA-DRBI* en pacientes y poblacion sana
Alelotipp  EM % Con.% . X°  Plcola P2colas K .. OR

DRBI*I6 2{L.7 9238 0.01 0.3 1 0.10-3.57 0.71
DRBI*I5  15(12.71) 24 {6.35) 4.19 0.04%* 1.03-4.45 2.15
DREI*14 11 (.32} 27(7.14) .33 0.562 0.6-2.92 1.34
DREI*I3  10{13.55) 43{11.37} .26 0.61 0.64-2.37 1.23
DREI*I2 1(0.84) 3 (0.08) 0.28 0.66 1 0.11-10.37 1.07
DRBI*IT 4(3.38) 22(5.82) 0.67 0.42 0.16-1.79 0.57
DREI*10 ¢ 12317 261 0.03%% 0.078 0.0-1.36 0
DRBI*0% 4 (3.38) 21(0.52) 4 0.03%% 0.03** 1.03-32.51 6.6
DRBI*08 5{4.23) 32 (8.46) 1.76 0.18 0.16-1.33 0.48
DREI*07 9(7.62) 35 {9.26) 0.13 0.72 (.35-1.82 0.81
DRBI*04 41(34.74) 103(27.23) 21 0.15 0.§9-2.26 1.42
DRET*03 6 (5.08) 38(10.05} 217 0.14 0.18-1.22 0.48
DRE*O 4{3.38) 28 (7.4} 1.79 0.18 0.13-1.35 0.44

X7 = Yates 1C = Intervalo de confianza (95%)

P = Fisher ** = Valores significalivos
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8.2 Analisis de diplotipos HLA-DRB1I*

En ¢l andlisis de diplotipos HLA-DRBT* se determinaron 60 senotipos diferentes, de los
cuales, 27 (453%: 27/60) sc presentaron en pacientes con EM y 54 (90%: 54/60) en el
grupo control. Ademds, se observaron 21 (35%; 21/60) de estos genotipos presentes en
ambos grupos. El andlisis estadistico (Cuadroe 8) realizado a los diplotipos HLA-DRE]*
muestra que los gerotipos HLA-DRBI*15/%04 (P = 0.0046; IC = 1.56-26.49) v HLA-
DRBI*04/%14 (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 ¥ 5.74 respectivamente; ninguno de los
genotipes FILA-DRBT* se pudo asociar con la proteccién 2 EM. Mientras, el andlisis de
similitd entre ambas poblaciones, a nivel genotipos, revela una stmilitud del 53.44%

entre pacientes y poblacién sana.

Cuadro 8. Genotipos de! HLA-DRB1* en pacientes y poblacidn sana
X Plcola  P2colas

#5415 1(L7y  1{0.53} 0 0.42 0-120.67 3.24
67496 0 1(0.53) 038 0.76 1 0-56.25 0
544 LT 2(105) .08 0.559 0.14-18.1 1.61
w13 4(6.78)  3(158) 273 0.057 0.057 0.82.26.31 4.51
#5411 0 20085 0 0.5% 1 0-13.24 0
*15498  1(17y 4211 011 0.658 1 0.087.276 0.8
*135/07 0 2{(L.05) 0 0.58 1 0-13.24 0
w5704 T(11.86) 44211} 751 0.0046%F  0.0046%*  1.56-26.49 6.23
15793 0 3{158) 008 0.44 1 0-7.26 0
157401 0 20105 0 0.58 1 0-13.24 0
*14re14 0 3(1.58) 008 0.44 1 0-7.26 o
“J3/% 06 0 1(053)  0.38 0.76 1 0-56.25 0
w3404 2339 T{(37) 008 0.63 1 0.18-4.51 0.91
137473 0 1{0.53} 0.8 0.76 ] 0-56.25 0
w116 1(17) 1053 0 0.42 0-12067 324
414 (LT 3{13%) 0.29 0.66 1 0.12-10.47 1.07
w113 1(1.7) 52648 0 0.561 1 0.03-5.76 0.63
1] 0 1(053) 038 0.76 1 0-56.25 0
11704 0 1(0.53) 038 0.76 1 0-56.25 0
*IGHIE 0 1(053) 038 0.76 1 0-56.25 0
9514 2(3.39) 0 292 0.05 0.05 Idefinido Idefinido
097411 o 1(0.53) 038 0.76 1 0-56.25 0
809 1(L7) 0 0.38 0.23 0.23 ldefinide Idefinido
G813 0 4211) 029 33 0.57 0-4.96 0
*08/%12 o 1{0.33) 038 0.76 1 0-36.25 0
08418 o P33 03 .76 1 0-56.25 0
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G

DRBI* EM% *  Plcola  P2colas
*08/*08 0 2(1.05} 0 (.38 1 0-13.24 {
*08/%07 2 (3.39) 2{1.0%) 0.42 0.24 0.24 0.32-33.47 328
0307 0 1 (0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 0
G716 1(1.7) 0 0.38 0.23 0.23 Idefinido Tdefinido
*Q7rid 4] 3(1.58) 0.68 044 i 0-7.26 4]
*Q7*13 1{L7) 2(1.03) 0.03 0.539 0.14-18.1 1.61
Q75T 0 3(1.58) 0.08 0.44 1 0-7.26 0
7RI ] 2(1.05) 0 0.58 1 0-13.24 0
09 0 1(0.53) 0.38 0.76 1 0-56.25 0
*g7+07 1 (1.7) 4(2.11) 0.11 0.658 1 0.08-7.276 0.8
94506 0 3{1.58) G.08 0.44 1 {(-7.26 4]
=414 3 (847) 3(1.58) 4.8 0.02%* 0.02*%* 1.15-31.47 574
*4/513  6(10.17)  12(6.35) 049 0.235 0.387 0.53-5.09 1.67
Q4412 ] 2(1.05} 0 0.58 1 (-13.24 0
*4/* 10 0 737 1.1 0.145 0.202 023 0
04708  2(3.39) 11(5.82) 0.16 0.364 0.738 0.08-2.83 0.57
#4407 2(3.39) §(4.23) Q.01 0.56 1 0.11-4.21 0.79
04704 7(11.86) 15(8) 0.44 0,495 0.54-4.37 1.58
047407 LN 94.76) 044 0.26 046 0.02-2.75 0.34
3% 14 0 3(L.58) 0.08 0.44 1 0-7.26 0
*3/%13 1{(1.7) 4(2.11) 0.11 0.65% 1 0.08-7.276 0.8
*Q3/*%11 0 4211 0.29 0.334 0.575 0.0-4.97 0
Q37408 4 4(2.11) 0.29 0.334 (G.375 0.0-4.97 0
037407 1{L.7) 0 0.38 0.23 0.23 1definido Idefinido
3404 4(6.78) 13(6.87 007 0.621 1 (.26-3.43 0.98
*5%03 0 2 (1.05) 0 0.58 1 0-13.24 0
“qirx1g 0 1(0.53) 038 0.76 1 0-56.25 0
*1/*13 1{1.7) 3(1.58) 029 0.665 1 0.12-1047 1.07
@112 1(1.7) 0 0.38 0.23 0.23 Idefinido Idefinido
Q1511 1(1.7) 9 0.38 0.23 0.23 Idefinido Idefinido
*0I*18 0 1{0.53) 038 0.76 i 0-56.25 0
*G1/%07 0 4(2.11) 0.29 0.334 0.575 0.0-4.97 1
*Q1/%03 0 3(1.38) 0.08 .44 1 0-7.26 [¢]
*01/%01 4] 2 (1.05) 0 0.58 1 0-13.24 0

X% Yates IC = Intervaio de confianza (93%)

P = Fisher ** = Valores significativos

Ul
3
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En cuanto a la determinacion del equilibric de Hardy-Weinberg (H-W) para el locus
HLA-DRBI* se encontrd que debido a un déficit de heterocigotos, la poblacion control
no alcanza €l equilibrio de H-W para los alelotipos observados. Mientras, la poblacién

de pacientes con EM si alcanza el equilibrio de H-W (Cuadro 9).

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

Poblacién Tipo de prueba “"Valor de P Simulaciones |
Control Proporcion H-W 0.0262%* 1,000
Pacientes con EM Proporcion H-W 0.1146 1,000
Control Déficit de heterocigotos 0.0272** 1,000
Pacientes con EM Déficit de heterocigotos 0.1956 1,000
Control Exeeso de heterocigotos 09728 1,000
Pacicntes con EM Exceso de heterocigotos (.8045 1,000
Estimacion de los valores de P por ¢l méodo de cadenas de Markov
** = Valores significativos H-W = Hardy-Wcinberg

Por otra paite, a través del andlisis de frecuencia y similitud para los gerotipos del H7.4-
DRBI* por subgrupos, se observa que HLA-DRBI*(, HLA-DRBI*07, HLA-DRBI*10
y HLA-DRBI*1] tienden a relacionarse con la proteccidn para no padecer EM, pues su
presencia disminuye la similitud al compararse con los demds alelotipos en los

diferentes genotipos (revisar Cuadro 10).

(]
1ai
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Cuadre 10. Andlisis por subgrupos de los genotipos HLA-DRBI*.

Genotipos } : .+ Frecuencia .
Diplotipo EM Con DL e soni i e
*16/*%16 V] 1
0.5
*1o/*13 0 1
04
* 1
DRBI*16/X temit ! % 0.3
. . ey .
Similiud del- . - 1910 0 ! 02
9,
18.6% 16597 ) o \ -
A
ST6/%04 o 3 o b | H 1
16/16 1613 16141 16010 16007 16704 1601
16401 0 1 Diplotipos
= EM UControles
Diplotipo EM Con
*15/*15 1 1
*15/%14 1 2
CRISSRIT 0 2
DREI*15/X *15/%13 4 3
Similitud del *I5/*08 1 4
60.9%
*15/%07 0 2
1504 7 4 R VI
*I53/%03 G 3 Diplotipos
Wﬁm_}ﬂ
*15/*G1 0 2 — -
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Diplotipo EM Con 051 -
*147%15 1 2 0.45 ]
0.4
* -
147414 0 3 oo
*4/%13 2 7 0.3
DRBI*14/X % 0.25 1
*FdI L 1 3 0.2
Simglinud del o015
57.9% *14/%09 2 0 o1 |
' - : 0.05
g7 - 9 3 )
: T I ) Y
o4 5 3 A IR
Diplotipos
oy 9 3 [#EW_Dontiéiés |
Diplotipo EM Con
*13/%16 0 1
0.4
*]3/%1 5 4 3 015
*13/414 2 7 0.3
0.25
*13/+13 0 1 ”
PREI*I3/X b o2
134T 1 5 cas -
Similitad del .
78.2% *13/%08 0 4 -
0.05 .
*[3/407 1 2 R i [N: ] .
Gl 5 ) A A "l A -3 4] N
*13/%04 6 12 AN S R A S S SO
Diplotipos
13403 ! 4 [ WEM EConiroies ]
*13/401 1 3
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DREI*I2/X

Similitud del
0%

DRBI*11/X

Similitud del
45%

Diar Barba Edeardo {gnacio

Diplotipo
*12/%04

*I2/*08

T ¥ )

Diplotipo

117516

*1i/*15

*Li1e

*[I/*I3

*11/*11

*11/%G9

¥ 107

*f 17504

*]1/7%03

w1101

EM

EM

Con

Con

13%)

% 0.6

04

0.2

12/04

12/05
Diplotipos

[ EM GControtes]

f2:01

03 g

oz

%

0. o

0.5

4

Diplotipos
[ EM_oControles|

I L I i L L
AT AT AR SRS
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o7 -|
0.8
Dipletipo EM Con [~
0.5 -
£10/4T6 0 1
0.4
DRBI*IO/X *10/408 0 1
% 0.3 ¢
Similitud del #7007 0 2
0% 0.2 4 f
*10/04 0 7 o H 5
*10/%61 0 1 D_ﬂ ﬂf L -
1018 1008 10/07 10/04 1007
piplotipos
[ mEM_gControles ;
6.6 4 .
Diplotipo  EM Con 05 o :
#Qay*14 2 0 04 | i
DRBI*6%/X %
*g9r*11 0 1 e.3
Similitud del :
0% Q9409 1 0 02 :
G907 0 1 o
8714 0917 o 29/08 ‘ [ri:Nerd o
Diplofipos
T& EM__OContioles
Diplotipo EM Con
08715 1 4 045 70 e -
0.4 -
*08/%12 0 ! 035 | -
*08/%13 Q 4 63 1
’ 0.25 4
DRBI*08/X ~08/*10 0 1 % g |
Similitud del 08408 0 2 0.15 |
54.9% 0.1 ;
0807 2 2 o0 H |
087404 2 11 9 EEREREERAS Sisi
- ) 1. %) ] 2 A LY +] o
. & & & & & & ¢ ¢
G803 ¢ 4 Diplotipos
"W EM GControles |
08/ 0 ! EE
37
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Biplotipo EM Con
*Q7/*16 1 0
*07/415 0 2
0.3 .
714 0 3 !
0.25 N
*97/%13 1 2
a.z2
sg7/*11 0 3 % ons |
DRBI*OT/X
Q1 o 2 o1 |
Similirud del ‘
38.7% *Q7/*0% [ i 005 ” H 1
*07/+08 2 ) . ' [ | 11, ‘
w0407 1 4 et e T T
Diplotipos
*Q7/*04 2 8 m EM_ GControles
*G7/403 1 0
*Q7GF 0 4
Diplotipo EM Con
*4/416 0 3
*0415 7 4
*g/x14 5 3
0z
*04/%13 6 12
04517 0 1 , n1s !
DRBI%04/X * :
*04/%12 0 2 211
Similited del
73% *04/%10 0 7 005
*0.4/%08 2 n R | W o (1 LAl
*G4/507 2 8 ﬂ"\\bn“\\suﬁ\hw‘s\‘bqﬁ‘:{\ﬁ“\ﬂo"\@u"\“ zﬁéa"‘@b‘o‘@o"@
Diplotipos
*04/%04 7 15 |m EM 7DC_Ontr_0!e__s|
*04r03 4 13
S 1 9
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Diplotipo EM Con
03415 0 3 07
#03/%14 0 3 e
0.5 -
*03/%13 1 4
0.4 4
DREI*03/X *93/%11 0 4 B
Similied del %0308 0 a a2
43.1%
*03/%407 1 0 . 01 1 H B
*03/%04 4 i3 ° '
u & @\* S R )
*Q3/403 o} 2 Diplotipos
L_ £ DCon!rolesj
*(3/%01 0 3
Diplotipo EM Con
116 0 1
*01/*1$ 0 2 0. e
0.35 :
*01/*13 1 3 :
0.3
*Q1/*12 1 0 0.25 .
DRBIVGL/X — *0I/I1 1 0 % 02
0.15
Similid del  *0L*I0 0 1 o ]
34.9%
*01/408 0 1 2.05 | ,
0l . [ 4l
*Q187 0 4 Q\\k Q\'(“, \‘\0 -\\'\‘l Ny m\.‘ Q‘\\dhu'\p Q'«\Q “\@ \\°
*01/%04 1 g Dipiotipos
W EM DControtes
*01/403 Q 3
*QI*¢1 Q 2
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9. DISCUSION
Andiisis de alelotipos HLA-DRBI*
En este estudio se determind que los alelotipos HLA-DRBI*I5 y HLA-DRBI*09
constituyen un factor de riesgo para desarrollar EM en la poblacidn del Occidente de
Meéxico. Por ofre lado, no se encontrd asociacion de riesgo con los alelotipos: HLA-
DRBI*03, HLA-DRBI*04 y HLA-DRBI*08, reportada previamente en pacicntes de la
regién centro del pais (Alvarado-de la Barrera ef al, 2000; Aldez ef al,, 2005), lo cual
pudiera deberse a la heterogeneidad genética de la poblacién mexicana a lo largo de las
diferentes regiones del pais. Ademas, de la estrecha asociacion enire el alelotipo HLA-
DRBI*]5 y el desarrollo de la EM (OR=2.15; P = 0.04; IC = 1.03-4.45), se observo que .
su frecuencia del 12.71% en pacientes y del 6.35% en poblacion sana (PS), es similar a
su frecuencia observada en poblaciones de origen caucdsico (12-20 %, Dean et al.,
2008), situacion que también puede contribuir a la diferencia de alelotipos HLA-DRBI*
asociados a EM, determinados en nuestra poblacion y los determinados en el centro del
pais. En otros estudios, s¢ ha observado que el HL4-DRBI*]5 se transmite con mayor
frecuencia, que otros alelotipo HLA-DRBI* de una generacién a otra (Dyment ef al,,
20085; Barcellos et al., 2006; Ramagopalan et al., 2007; Chao et al., 2010). Por lo cual,
es prebable que Ia frecuencia del HLA-DRBI*15 en el Occidente de México continfie
con su tendencia a la aiza en los afios venideros, favoreciendo vn aumento en la
inctdencia y prevalencia de la EM, asi como de otros trastornos también relacionados
con dicho alelotipo.
Respecto a la asociacidn encontrada del HLA-DRBI*09 con el riesgo a desarrollar EM
con un valor OR de 6.6 (£ = 0.03; IC = 1.03-52.51), es totalmente diferente a lo
determinado en la poblacién China; donde el alelotipo se relaciond con la proteccion a
padecer EM (Wu et al., 2009; Qiu et al., 2010). Esta diferencia se debe en mayor o
menor grado al mestizaje de nuestra poblacidn, en comparacién con la poblacién China.
Asi, las frecuencias de los subtipos del alelotipo HLA-DRB/*09 y los haplotipos de las
personas que o portan; en ambas poblaciones son diferentes y determinan la asociacién
del HLA-DRBI*09 a desarrollar EM en nuestra poblacion. Esta condicién podria

determinar la 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 ¢l alelotipo HLA-DRBI*G9. Por otro Iado, el aumento del tamafio de muestra podria
proporcionar datos mds robustos para peder determinar, si el HLA-DRBI*10 (3 % en
pacientes y 3.17 % en controle) puede relacionarse negativamente con la EM y constituir

una condicion de proteccion a padecer la enfermedad.

Andlisis de diplotipos HLA-DRB] *

E! andlisis de diplotipos HLA-DRBI* permitid determinar a los genotipos HILA4-
DRBI*[5/%G4 y HLA-DRBI*04/%14, como de riesgo a padecer EM en nuestra
poblacidén; el HLA-DRBI*(4 en presencia de HLA-DRBI*15 o de HLA-DRBI*]4,
constituye una epistasis sinérgica para el riesgo de desarroliar EM; al determinarse un
valor OR de 6.23 (P = 0.0046; IC = 1.56-26.49) para el genotipo HL4-DRRB1*15/*04; y
un va.lor OR de 5.74 (P = 0.02; IC = 1.15-31.47) para el genotipo HLA-DRBI*04/*14.
En otros estudios el genotipe HLA-DRBI*]5/*(4 se ha asociado con caracteristicas
clinicas de la EM tales como: inicio temprano de la enfermedad y con una asociacién
negativa con la EMPP (Stankovich et al., 2009; Wu et gl, 2010). Por lo que, seria
interesante corroborar estas observaciones en los individuos de nuestra poblacidén gue

padecen la enfermedad y portan este genotipo.

Andlisis por subgrupos de los diplotipos HLA-DRBI*

Por medio de este analisis, se pudo apreciar la tendencia de proteccién contra la EM de
los alelotipos: HLA-DRBI*01 {3.38 % en pacientes ¥ 7.4 % en PS), HLA-DRBI*(7
(7.62 % en pacientes y 9.26 % en PS), HLA-DRB*10 (0 % en pacientes y 3.17 % en P5)
y HLA-DRBI*1] (3.38 % en pacientes y 5.82 % en PS) (Cuadro 10), lo cual concuerda
con lo reportado en otras poblaciones del munde (Dyment ef al,, 2005; Barcellos e al.,
2006; Ramagopalan et al., 2007} (ver Cuadro 5). Por otro lado, también se observé la
similitud entre la poblacién de pacientes y de personas sanas de los subgrupos HL4-

DRBI*01/X, HLA-DRBI*07/X, HLA-DRB*10/X y HLA-DRBI1*11/X, la cual fue mencr
al 45 %.
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Andlisis del equilibrio Hardy-Weinberg del locus HLA-DRBI*

En este estudio epcontramos que la poblacion de pacientes cumple el equilibrio H-W,
rientras, la poblacidn sana presenta desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg. Este
fendmeno sucede, cuando bay un déficit o exceso de individuos heterocigotos en la
poblacidn de estudio, que es causado por el incumplimiento de algunc de los postalados
de la poblacién ideal; y se ha observado en vanias poblaciones del mundo (Chen et af,
1999; Aras-Murillo et al., 2010). El déficit de heterocigotos sucede cuando en la
poblacién, no hay entrecruzamientos al azar entre sus integrantes, formaudo
subpoblaciones divididas entre si por: distancia, rios, fallas geograficas, ete. (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 tnicamente al Occidente del pais.

Perspectivas

El andlisis del gen HLA-DRBI* con resolucidén de cuatro digitos y/o el andlisis de
haplotipos HLA clase 1L, permitiria determinar mds alelotipos y/o haplotipos asociados
con la EM, que complementarian los determinados en nuestra poblacion a través de este
trabajo. Condicién que permitiria mejorar la diferenciacién de las familias alélicas
presentes en los diplotipos HLA-DRBI*04/X y asociarlos de forma mas clara con los
riesgos de padecer EM. Finalmente, este tipo de anélisis podrian dar origen a nuevas
estrategias terapéuticas, al determinar que genotipos se asocian con la evolucién clinica
de la BEM, y cuales factores epigenético podrian acelerarla o desacelerarla (Weatherby e/

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

I. En Ja poblacidn analizada a través de este estudio, los alelotipos HLA-DRBI*[5
y HLA-DRBI*09; y los genotipos HLA-DRBI*]5/%04 v HLA-DRBI*04/%]14, se

asocian con el riesgo a desarrollar EM.

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

poblacién de estudio, es coman a las otras poblaciones del mundo analizadas.

3. El efecto sinérgico del HLA-DRBI*04, en conjunto con HLA-DRBI*]3 o HLA-
DRBI*]4, que aumenta considerablemente el riesgo a padecer EM, es un
hallazgo particular de nuestra poblacién de estudio, por lo que debe ser mejor

caracterizado.
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ANEXOS

Anexo I: Extraccion de DNA
Obtencion y purificacion de DNA por método combinado Miller-Gustincich.
a} Obtencion de leucocitos de sangre periférica por macrométodo (Miller et al,
1988):
Procedimiento:
1. Tomar 3 ml de sangre periférica en un tubo con anticoagulante. Pasar la muestra
a un tubo de plastico de 50 ml.
2. Agregar 13 ml de la solucidn para fisis de eritrocitos (NHLClV NH 4 HCO5 10:1).
Mezcla suavemente y refrigerar a 4°C por 10 min.
3. Centrifugar a 3,900 rpm por 13 min v decantar el sobrenadante.
4. Resuspender el botén de leucocitos con 10 ml de solucidn para lisar eritrocitos v
centrifugar a 3,900 rpm per 15 min. '
5. Decantar el sobrenadante y repetir desde el paso 4, hasta que el botén de
leucécitos quede blanco.
b) Obtencidon dei DNA a partir ‘del botén de leucocitos por micrométodo
{Gustincich et af., 1991).
Procedimiento:
1- Pasar la pastilla de leucocitos 2 un microtubo de 2.0 ml previamente rotulado.
2- Afadir 750 pi de buffer de lisis DTAB vy mezclar suavemente.
3- Incubar durante 5 min. a 68°C.
4- Retirar los tubes de la incubacidn ¢ inmediatamente afiadir 550 pl de cloroformo,

tapar el tubo v agitar vigerosamente durante 3 min.

3- Centrifugar por 15 min. a 13,000 rpm. (se formarén trés capas)} fe&ﬁperar 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 ul de solucién CTAB y mezclar suavemente. Luego afiadir 750 ul
de agua inyectable fria y agitar suavemente hasta que precipite el DNA.

7- Centrifugar a 10,000 pm por 10 mn y decantar el sobrenadante suavemente.

L
tad
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8- Afiadir 1060 pl de NaCl £.2 M mis | ml de etancl absolute fijo y mezclar
suavemente hasta desprender el boton de AND.

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

10- Afiadir 1,000 ml de etanol al 70% y mezclar suavemente hasta desprender el
botdén de AND.

11- Centrifugar a 5,000 rpm por 5 min. v 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- Afiadir 300 pl de solucién TE y agitar hasta desprender el botén de DNA ¢
incubar a 36°C por 12 horas.

15- Agitar spnavemente el DNA resuspendido y refrigerar a 4°C hasta su

procesamiento

Preparacion de soluciones

Buffer para lisar eritrocitos

Reactivo Concentracidn

NH;Cl 0.144 M

NHHCO; 001 M
Procedimiento:

Tomar un volumen de solucién de NHHCO,, por cada nueve volumenes de solucién de
NH3Cl y agitar suavemente hasta que Ia nueva solucién se homogenicé. Pasar el buffer a

un recipiente para su etiquetado y almacenamiento-en refrigeracion.
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Buffer de lisis DTAB (bromuro de dodeciitrimetilamonio)

Reactivo Concentracion
Tris 1M

EDTA 05M

NaCl 1.2 M.

DTAB &% pfv

Procedimiento:

En material estéril disolver el Tris lentamente en la mitad del volumen final, con agua
desionizada y ajustar el pH a §.6. Afiadir el EDTA lentamente hasta disolver, de la
misma forma diselver ¢l NaCl y el DTAB. Aforar al volumen determinado y pasar la

solucién a un recipiente para su etiquetado; y almacenamiento en refrigeracion.

Buffer CTAB (bromuro de hexadecilirimetilamonio)

Reactivo Concentracion

NaCl 0.4 M.

CTAB 5% plv
Procedimiento:

En matertal estéril disolver el NaCl en ¥ del volumen final con agua desionizada.
Afadir el CTAB Jentamente hasta disolver vy aforar al volumen determinado. Pasar la

solucién a un recipiente para su etiquetado y almacenamiento a temperatira ambiente.

Solucién de clorure de sodio

Reactivo Concentracidn

Na(] 1.2 M.

Procedimiento:
En material estéril disolver el NaCl en ¥ de volumen final con agua desionizada y aforar

al volumen determinado, para pasar fa solucién un recipiente. Etiquetar ¥ almacenar a

temperatura ambiente.

Ry
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Buffer TE (buffer para resuspender el DNA)

Reactivo Concentracidn

Tris 0.0I M

EDTA 0.001 M
Procedimiento:

En material estéril disclver 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 Iz solucién a un recipiente de mayor velumen para su

esteritizacion en autoclave. En varios envases etiquetados tomar alicuotas de 1a solucién

estéril y almacenarlos en refrigeracion.
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Anexo II: Electroforesis cn gel de agarosa
Gel de agarosa al 1%

1. Pesar la agarosa de acuerdo al volumen del molde a utilizar,

i~

En solucidn TBE 1X (volumen determinado para <! gel) fundir la agarosa cen

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

3. Bajar la temperatura hasta 60°C vy afiadir 1 pl de la dilucion de SYBER-SAFE®
por cada ml de gel Agitar hasta homogenizar el SYBER-SAFE® en el gel.
Vaciar el gel al molde evitando la formacién de burbujas y colocar los peines del
molde.

4. Cubnr 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

la camara de electroforesis (orientando los pozos hacia el polo negativo de la

camara).

Electroforesis

1. Llenar la camara de electroforesis hasta cubrir totalmente el gel de agarosa con
buffer TBE 1X.

2. Tomar 5 ul de DNA total y mezclarfos con 5 pl de buffer de carga. Tomar los 10
ul resultantes y colocarlos en uno de los pozos del gel (repetir el procedimiento
por cada muestra a analizar).

Colocar la tapa de la cdmara de electroforesis y conectarla a la fuente de poder.

4. Correr ¢l gel cargado con las muestras a 60 volts por una hora 30 min.~-

Visualizar ¢l DNA con un transilurinador de uz UV,

ih
~1
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Preparacién de soluciones:

Buffer TBE 10x
Reactivo Concentracidn
EDTA 002 M
Tris 089 M
Acido Bérico 0.80 M
Procedimiento:

Disolver lentamente el Tris en la mitad del volumen final en agna destilada o bidestilada.
Agregar el acido borico lentamente hasta que se disuelva. Afiadir el EDTA léntamente
hasta que se disuelva y aforar al volumen determinado. Pasar la solucidn a un recipiente
opaco © en uno envuelto con papel aluminio. Etiquetar el recipiente ¥ almacenarlo en

refrigeracion.

Buffer de corrimiento (buffer TBE 1x)

Reactivo Concentracion

Buffer TBE 10X 10% viv

Agua destilada 90% viv
Procedimiento:

Tomar una porcién de volumen de buffer TBE 10X ¥ mezclarla con nueve porciones de
volumen de agua destilada. Pasar la solucion a un recipiente, etiquetarlo y almacenarlo

en refrigeracion.
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Dilucion de SYBER-SAFE® (1:20)

Reactivo Concentracidn

SYBER SAFE® 5% viv

Agua inyectable 95% viv
Procedumiento:

En cuarto oscuro tomar el volumen determinado de SYBER-SAFE® y colocarlo en un
microtubo envuelio con papel aluminio. Afiadir el velumen determinado de agua v
mezclar suavemente para homogenizar la dilucidn. Colocar el microtubo en un

recipiente opaco etiquetado para su almacenamiento a temperatura ambiente.

Jugo azul 6x (buffer de carga}

Reactivo Concentracion

Azl de bromofencl C 025%piv

Xilen-cianol 0.25% p/v

Glicerol 30.0% viv
Procedimiento:

Mezclar en un twbo de plastico con ayuda del vortex el glicerol y fos colorantes hasta
que se homogenicen los colorantes en el glicerol. Finalmente, aforar con agua myectable
y mezclar con el vortex hasta obtener un homogenizado completo en toda la solucién.

Luego, pasar alicuotas del buffer a varios tubos de plastico, etiquetarlos y almacenarlos a

temperatura ambiente.
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Anexo 1: Espectrofotometriz de luz UV

Procedimiento:

Colocar § pd de la muestra de DNA en una celda de cuarzo conteniendo | mi de agua
destilada, mezclar suavemente y leer a 260 y 280 nm. Mediante la aplicacion de la

siguiente formula se determina la concentracidn del DNA:

« DNA ng/ml=D0 260 am x dilucidn (1005 / 5 wl) x 50 {factor constante}.
¢ 50 es el coeficiente de extincién molar de 50 ng/ml de DNA que tienen la
méxima absorbancia de 1.0 unidad de densidad dptica (DO) a 260 nm.
Para determinar la pureza del DNA (cantidad de proteinas), el valor de [a relacién DO

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

&0
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Anexo IV: Prueba RELI™ $SO HLA-DRB TYING Kit

Procedimicnto:
A) PCR
1. Agregar a un tubo de 0.3 mib; I3 pl de solucién de MgCla (6.0 mM), 30 pl de
Mastermix y 15ui de ADN, con una concentracién de 13-13 ng/ul.

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

parametros:
Paso Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion 95°C - 15 segundos
Hibridacién 60°C 45 segundos
Elongacion 72°C 15 segundos
Elongacion final 72°C 5 minutos
Enfriamiento 15°C e

3. Afiadir a cada muestra 60p! de solucion desnawralizante e incubar por 10
mintos a temperatura ambiente.

Nota: El amplicon desnaturalizado, se puede almacenar a -20°C por 3 meses.

B) Prueba de hibridacién
1. Colocar las tiras en bandejas y afiadir 5 ml de buffer de hibridacion (precalentado
a 50°C).

Afadir 70 pl de amplicon desnaturalizado, tapar la bandeja e incubar por 30

N

minutos a 50°C (con agitacion suave).

Descartar ¢l liquido y afiadir 5 ml de buffer de lavado; inmediatamente, agitar

93]

suavemente por 45 segundos y descantar el liquido.
4. Afiadir 5 mi de buffer de lavado (precalentado a 50°C), tapar la bandeja e incubar
15 minatos a 50°C (agitando vigorosamente).
Nota: Jos siguientes pasos se realizan en agitacién suave.
5. Descartar el liquido, afiadir 5ml de solucién de conjugado, tapar la bandeja e

incubar por 5 minutos.
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6. Descartar el liquide y enjuagar con agua. Afiadir 5 ml de buffer de lavado, tapar
la bandeja e incubar por 5 minutos.

7. Repetir el paso 5y 6.

8. Descartar el liquido, afiadir 5 mi de buffer de citrato, tapar la bandeja e incubar
por Sminutos.

9. Descartar el liquido, afiadir 5 ml de sustrato, tapar Ia bandeja e incubar 10
minutos.

10. Descartar e liquido, afiadir 5 ml de agua des-ionizada, tapar la bandeja e incubar
5 minutos.

11. Repetir dos veces el paso 10

12. Descartar el liquido y afadir 5 ml de buffer de citrato.

Nota: la tira con el sustrato puede almacenarse a 8°C por 3 dias

C) Revelado dela tira

1. Pasar la tira a una bandeja, affadir 10 ml de etanol al 70% y tapar la bandgja.
Luego agitar suavemente por un minuto. Finzlmente, descartar el liguido.

Nota: si la tira no se coloreo de bandas azules, repetir el proceso.
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Preparacion de soluciones:

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

1o es producto de catdlogo.

Buffer de hibridacion (para 30 pruebas)

Reactivo Volumen
Agua desionizada 275 ml
SSPE concentrado 71 ml
SDS concentrado ' 9 ml

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

solucidn. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de lavado (para 30 pruebas)

Reactivo Volumen
Agua des-ionizada 1228.5 ml
SSPE concentrado 65 ml
SDS concentrado 6.5 ml

Procedimiento:

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

solucién. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de citrato (para 50 pruebas)

Reactivo Volumen
Agua des-lonizada 570 ml
Concentrado de citrato 30 ml

Procedimiento:

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

sclucién. Etiquetar el recipiente y almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion de conjugadoe (para 50 pruebas)

Reactive Vohupen
Agua des-ionizada 276 ml
Streptavidina HRP 832 ul

Procedimiento:
En un envasé agregar los reactivos en ef orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la
solucion.

Nota: 1a solucion pierde su actividad después de 15 minutos de su elaboracién.

Sustrato (para 50 pruebas)
Reactivo Volumen
Sustrato A 228.8ml
Sustrato B 572 ud
Procedimiento:

En un envasé agregar los reactivos en ei orden de la lista, mezclar hasta homogenizar la
solucién. Etiquetar el envasé y almacena a temperatura ambiente en cuarto oscuro.

Nota: la solucidn se puede utilizar tres horas después de su elaboracién.
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