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Determinacion de los alelos HLA clase | y I
en mestizos mexicanos con artritis reumatoide
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Victor Pifia Olvera,* Gustavo Lugo Zamudio,** Maria de los Dolores Delgado Ochoa*

RESUMEN

Introduccién. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad que afecta a una o mas articulaciones de forma progresiva e
incapacitante. La patogénesis de la AR se asocia a moléculas involucradas en la inflamacion y a los antigenos leucocitarios del
humano (HLA). EI HLA se clasifica en tres: clase I, que se divide en HLA-A, HLA-B; clase I, HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ); y la clase
111, integrada por genes que intervienen en la cascada de complemento (C1-C6) y el TNF. La asociacion entre el HLA y la AR
se manifiesta como el resultado sinérgico de condiciones ambientales, nutricionales y genéticas. Material y métodos. A partir de
sangre periférica, se determinaron los fenotipos HLA de los pacientes. La amplificacién de los productos de PCR se realiz
utilizando el método por polimorfismo de cadena sencilla (SSP) y para su visualizacién se efectud corrimiento electroforético gel
de agarosa a 2%, tefiido con bromuro de etilo. Resultados. Se analizaron los alelos HLA clase | y Il, por medio del método SSP
(polimorfismo de cadena sencilla) partiendo de una confianza de 95%, en una N de 30; se encontré que los antigenos HLA
presentan mayor desarrollo de la AR y otras artropatias; la determinacion molecular por frecuencia fue: A*01010101, B*14020104,
B*510101-03/05 y DRB1*04010101. Conclusiones. Los alelos HLA frecuentes como el DR31*04010101 y el B*14020104, se
relacionan de forma directa con el desarrollo de la AR y otras artropatias, por lo que realizar su determinacion molecular es de
gran ayuda como prueba auxiliar en el diagnéstico, y contribuye al entendimiento filogenético de la enfermedad y su relacién en
nuestra poblacion.

Palabras clave: Artritis reumatoide, mestizos, polimorfismo de cadena sencilla (SSP).
ABSTRACT

Introduction. The rheumatoid arthritis (RA) is a disorder that affects one or more joints in a progressive and incapacitated way.
The pathogenesis of the RA is related to the molecules involved in the inflammation and to the human leukocyte antigen (HLA). The
latter is classified into three types: the type | is divided in HLA-A and HLA-B; the type Il, HLA-DR, HLA.DP, HLA-DQ), and the type
11l is formed by genes that take part in both, the complement pathway (C1-C6) and the TNF. The association between the HLA and
the RA becomes evident in the synergic result of the environmental, nutritional and genetic conditions. Material and methods.
The HLA phenotypes of the patients were determined by peripheral blood. The product amplification of PCR has been done using
the Sequence Specific Primers method (SSP). For the visualisation was carried out an electrophoresis of agarose gel of 2% with an
ethidium bromide staining. Results. The HLA alleles type | and Il were analysed through a SNP (single-nucleotide polymorphism)
method that has a 95% of effectiveness, within an N of 30. It was found that the HLA antigens more frequent were: A*01010101,
B*14020104, B*510101-03/05 y DRB1*04010101. Conclusions. The frequent HLA alleles, as the DR31*04010101 and
the B*14020104, are directly related to the development of RA and other arthropathies, so having their molecular determination
is helpful as an auxiliary for the diagnosis and also contributes to the phylogenetic understanding of the disorder, as well as their
relation in the population.

Key words: Rheumatoid arthritis (RA), Sequence Specific Primers (SSP).

INTRODUCCION las articulaciones de mayor movilidad de forma progresiva

y ocasiona incapacidad del area afectada, originando cam-

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénico-  bios fisicos y radioldgicos. La etapa crénica de la AR se

degenerativa que involucra procesos autoinmunes; afectaa  inicia en la tercera década de la vida; es, sin embargo, en

la segunda y cuarta década cuando pueden manifestarse
cuadros agudos de AR.!

*  Laboratorio de Histocompatibilidad, Hospital Juérez de México. La AR afecta tanto a hombres como a mujeres —las m_és

= Adscritoal Servicio de Reumatologia, Hospital Juérez de México. afectadas, ya que por cada hombre con AR hay tres muje-
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res—; en ellas se observa un deterioro mayor de las articula-
cionesy ataque al estado general.2

La etiologia de la AR es multifactorial e involucra factores
genéticos, infecciosos, hormonales y ambientales.® La AR se
considera una enfermedad autoinmune ya que se generan an-
ticuerpos dirigidos contra el propio organismo llamados auto
anticuerpos.* Debido a que el sistema inmune esta compro-
metido en la AR, el diagndstico clinico se realiza con ayuda
de pruebas de laboratorio como: factor reumatoide, proteina
C reactiva, antiestreptolisinas, estudios radiologicos y deter-
minacion del Complejo Mayor de Histocompatibilidad/An-
tigenos Leucocitarios del Humano (CMH /HLA).®

El HLA se encuentra presente en la superficie de las célu-
las y se compone de proteinas intramembranales que tienen
como funcion principal el reconocimiento de antigenos.5”

El HLA se localiza en una regién conservada del geno-
may redne a un conjunto de genes localizados en el brazo
corto del cromosoma 6p21.3 del humano con un tamafio
de aproximadamente 4 100 Kb.®

El HLA se divide en clase |, clase Il y clase I1l.°Se hereda
de forma mendeliana de padres a hijos, convirtiéndose en
la piedra angular de la teoria de ancestros comunes para el
hombre. Debido a esta relacion filogenético, la tipifica-
cion del HLA se utiliza para la asignacion exitosa en el
trasplante de drganos, ya que es un requisito indispensable
la compatibilidad del donador/receptor.®

El desarrollo de AR se relaciona con la presencia de los
alelos HLA, pues en la evolucidn clinica de la AR se involu-
cranalelos A, B, DR, DQ Y DP, ademas de otros genes como
el TNF, (localizado en la fraccion lll del HLA)y laIL-11 invo-
lucrada en procesos autoinmunes caracteristicos de la AR,
ademaés de que otras moléculas como la interleucina 11 (IL-
11)se encuentran presente en los procesos inflamatorios como
los encontrados en pacientes con AR; sin embargo, son los
alelos clase | y Il los que mayor asociacion tienen con la AR,*2
por lo que su evaluacion es importante, tanto para el manejo
clinico como para el estudio ontogénico de la AR, ya que son
pocos los estudios realizados en la poblacion.

El desarrollo de la AR es multifactorial por lo que se le
asocia frecuentemente con la teoria de que un péptido bac-
teriano o viral llamado péptido artrogénico,® que es mos-
trado por las células presentadoras de antigeno (CPA), des-
encadena la respuesta de linfocitos T citotoxicos (TCL) e
induce el dafio tisular e inflamacion articular caracteristica
de los enfermos con AR.#416

MATERIAL Y METODOS
La determinacion de los fenotipos HLA se realizé a par-

tir de una muestra de sangre periférica de cada integrante
del estudio que aceptd participar previa firma del consenti-

miento informado. La extraccion del DNA, se realiz6 por
medio de la precipitacion salina del DNA, en donde se
cuantificé pureza, concentracion, por espectrofotometria,
la integridad del DNA obtenido se realiz6 visualizando el
DNA, por corrimiento electroforéticoen geles de agarosa a
1% teflidos con bromuro de etidio.

La poblacién estudiada estuvo integrada por hombresy
mujeres de los 20 a los 60 afios de edad, en donde el
mayor grupo correspondio al de mujeres (19) con 63% y
una frecuencia menor de hombres (11) con 37%.

Para la determinacion de los alelos A, B, DRy DQ, se
utilizaron oligonucledtidos especificos, tanto para los ale-
los HLA, como para los controles internos de reaccion, la
amplificacién de los productos de PCR (reaccion en cade-
na de la polimerasa) se realiz6 utilizando el método de
polimorfismo de cadena sencilla (SSP).

Para la visualizacion de los productos de PCR, se reali-
z6 por corrimiento electroforético gel de agarosa a 2% te-
flido con bromuro de etidio, utilizando en el corrimiento
un marcador de peso de 50 a 250 pb.

El descarte y asignacion de los alelos HLA, encontrados
en las muestras evaluadas se realizé por medio del soft-
ware Dolphin doc™®,

Criterios de inclusién

Pacientes diagnosticados con AR, referidos del Servicio
de Reumatologia del Hospital Juarez de México, con pre-
via firma del consentimiento informado y que desearan
participar en el estudio.

Criterios de exclusion

Pacientes diagnosticados y referidos, gue no quisieron par-
ticipar, pacientes que no firmaron el consentimiento informa-
do, y pacientes que no se presentaron a la toma de muestra.

Consideraciones

La poblacién estudiada se identificé por medio de la
constante de Hardy-Weinberg, que mostré que la muestra
no tenia un comportamiento endogamico.

La evaluacion estadistica se realizé a partir de un indice
de confianza de 95%, se utilizaron los grados de probabi-
lidad encontrados en la poblacidn de estudio y su relacion
con la AR, reportada en distintas publicaciones.'”®

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se distribuyeron en tablas de
contingencia, para los alelos clase 1 y Il, a partir de las
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cuales se realiz6 el anélisis de los alelos encontrados en la
poblacion de estudio (Cuadros 1y 2).

DISCUSION
HLA clase |

Los alelos mads comunes para el HLA-A fueron:
A*020101/50/70, A*31010201, A*240201020103,
A*250101010.

El alelo A*020101 es frecuente en la poblacion mexica-
na, por lo que encontrarlo de forma habitual en la pobla-
cion de estudio, demuestra su relacion con los mestizos
mexicanos.

Los alelos HLA-B, mostraron una mayor variabilidad
alélica: B*1402010101, B*510101010305, B*150104,
B*400102.

La descripcion de los alelos clase | del HLA se ha reali-
zado con anterioridad tratando de evidenciar la frecuencia
de estos alelos con el desarrollo de enfermedades como la
ARy otras artropatias como en el caso de la espondilitis
anquilosante.®

La determinacién en la poblacién de estudio, evi-
dencid la presencia de alelos que comunmente es-
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tdn involucrados en procesos inflamatorios y auto-
inmunes.2°

Estas asociaciones evidencian la importancia de cono-
cer la filogenia de la poblacién, para que este entendi-
miento contribuya al estudio de enfermedades cada vez
mas frecuentes en los mexicanos.

La filogenia de la poblacion abarca genes relacionados
con poblaciones amerindias, caucasicas, asiaticas, africa-
nas, las cuales convergen en territorio nacional, de forma
cada vez menos evidente.

HLA Clase Il

El alelo DRB1*04 es el que muestra variabilidad genéti-
ca. Los alelos DRB1*04, DRB1*14, DRB1*16, DRB1*02,
y DRB3*04, son caracteristicos de poblaciones amerindias
y se relacionan con el origen asiatico de los asentamientos
americanos.?

EI DRB1*04 y sus variantes son frecuentes y se rela-
cionan con el desarrollo de enfermedades como la AR,
tanto en la poblacion estudiada, como en otras pobla-
ciones, lo que genera que el DRB1*04, sea determi-
nante como factor de riesgo en la poblacion mestiza
mexicana.

Cuadro 1. Distribucion de los alelos HLA clase I, con mayor presencia en el estudio.

HLA-A HLA-B

12 A*020101/50/70 14 B*1402010101
4 A*03010101010104 5 B*510101010305
4 A*24020201-06010 2 B*350101010202
3 A*30010101010101 2 B*390101010101
3 A*3101020101 2 B*4001020201
1 A*3301030102 2 B*070101010205
1 A*10101010109 1 B*27010203
1 A*1104/19 1 B*150104
1 A*250101010101 1 B*150221

Cuadro 2. Distribucion de los alelos HLA clase I, con mayor presencia en el estudio.

HLA-DR HLA-DQ

9 DRB1*04010101 6 DQB1*03010016

4 DRB1*1402030104 5 DQB1*030201

4 DRB1*01010102 5 DQB1*03020104

3 DRB1*040101011 5 DQB1*0501010101
3 DRB1*11020103 5 DQB1*04AD

3 DRB2*01012102 2 DQB1*0601010101
2 DRB3*010104019 2 DQB1*02010101014
1 DRB2*01010102

1 DRB3*1104/19
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CONCLUSIONES

El estudio del HLA esta dirigido a una practica médica
de apoyo al diagnostico, ya que se considera que la deter-
minacion del HLA, favorece y complementa el diagnostico
de AR, en pacientes de dificil diagndstico.

Las variaciones genéticas en la poblacion (mestiza-mexi-
cana) estudiada, en adicion con los alelos HLA expresados
y los factores de riesgo sinérgico, como las infecciones
(AR+HLA) son los probables responsables de la presencia
de la AR.

Debido a que las enfermedades inflamatorias y autoin-
munes son cada vez més frecuentes en los mexicanos, exis-
te obligacidn de contribuir en el estudio y determinacion
del fenotipo de la poblacion nacional, con el proposito de
favorecer el tratamiento de los pacientes con AR.

Con el objetivo de complementar este estudio, se
trabaja en la relacion de casos y controles a nivel mo-
lecular, para relacionar de una forma méas amplia a la
poblacion.
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