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OBJETIVO: 

Determinar si existe una susceptibilidad genética en 

los pacientes que desarrollan Alveolitis Alérgica Extríns~ 

ca por inhalaci6n de antígeno aviario, demostrable con el 

estudio del Sistema Mayor de Histocompatibilidad. 
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INTRODUCCION: 

La Alveolitis Alérgica Extrínseca (AAE) es una enferme­

dad pulmonar bilateral y difusa que se caracteriza por la pr~ 

sencia de inflamaci6n de predominio mononuclear, la cual com­

promete a los bronquiolos, alvéolos e intersticio (1-4). 

Este padecimiento es provocado por la inhalaci6n repetida 

de una variedad de partículas de naturaleza orgánica, que incl~ 

yen proteínas de aves y mamíferos, hongos y bacterias termof!li­

cas (4). En México los agentes etiológicos más frecuentes son 

las proteínas aviarias (Enfermedad de los cuidadores de palomas) 

y las bacterias termofílicas presentes en el bagazo de caña de 

azlicar (5-7). 

Aunque su patogénesis no ha sido completamente esclarecida, 

la mayoría de las evidencias obtenidas, tanto en humanos como en 

modelos experimentales, sugieren que las lesiones son producidas 

por una respuesta inrnunopatol6gica dual, en la que participan la 

forrnaci6n de complejos inmunes y fundamentalmente una reacci6n 

del tipo de la hipersensibilidad celular (8-11). Sin embargo, 

desde un punto de vista integral, el daño tisular se deriva pro­

bablemente de una compleja inter.acci6n anormal de céulas infla­

matorias e inmunocompetentes, mediadores bio16gicos y enzimas 

protcol!ticas, que en conjunto se traduce en las altraciones 

observadas en el parénquima pulmonar. 

Una de las preguntas m~s importantes en torno a la AAE y que 

hasta la fecha no ha podido ser respondida, es por quE s6lo una 



pequeña parte de la poblaci6n expuesta a alguna de estas part! 

culas orgánicas desarrolla la enfermedad (4,12). Si asumimos 

que, en términos generales, la mayor!a de los sujetos de un 

grupo de riesgo están expuestos al mismo antígeno, tanto cuan­

titativa como cualitativamente, podernos inferir que la diferen 

cia fundamental entre aquellos que adquieren el padecimiento y 

los que no lo hacen, reside en el individuo y no en la composi 

ci6n o cantidad de las partículas orgánicas inhaladas (13). 

Otra observaci6n que apoya este enfoque es que la enfermedad 

se da en varios miembros de una familia y no en otras personas 

expuestas en el mismo lugar, pero no emparentadas. 
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Esta línea de pensamiento, basada en la observaci6n cl1ni 

ca y epidemiol6gica, sugiere que la predisposici6n genética pu~ 

de tener un papel clave en el desencadenamiento de la enfermedad. 

Un instrumento apropiado para estudiar esta posible susceE 

tibilidad es la tipificaci6n del Complejo Principal de Histoco~ 

patibilidad (Sistema HLA), el cual está constituido por un con­

junto de loci ubicados en el brazo corto del cromosoma 6 (Fi4l) 

que tiene la particularidad de controlar la capacidad para mon 

tar respuesta~ inmunes (genes Ir en el rat6n y reqi6n D en el -

humano) y la presencia de isoantígenos de superficie celular, 

prote1nas que son necesarias tanto para la presentaci6n de anti 

genes por parte de los macr6fagos a los linfocitos T cooperado­

res, como de estas células en la activaci6n de los linfocitos B. 

A este sistema también pertenecen los genes que controlan la 

formaci6n de algunos componentes del complemento {C21 C4A, C4B 



y Factor B de la properdina). En otras palabras en el HLA 

radica el control genético de la respuesta inmune y, por lo 

tanto, es un excelente candidato para explorar la posibilidad 

de predisposici6n genética a enfermedad. Existen adem~s ante­

cedentes a este respecto en los que sí se han encontrado rela­

ciones HLA-enfermedad, los casos enlistados en la tabla I son 

en los que, hasta la fecha, se ha demostrado una gran correl~ 

ci6n. Entre ellos destacan el S!ndrome de Goodpasture con el 

HLA-DR2 , Dermatitis herpetiforme con HLA-DR3 , Enfermedad de 

Reiter con HLA-B 27 , mismo marcador que se ha encontrado ligado 

a la Espondilitis anquilosante: este Gltimo ejemplo es el caso 

de relaci6n m~s estrecha descubierta hasta hoy, ya que el he­

cho de ser portador de tal marcador implica un riesgo relativo 

de padecer la enfermedad de 87.4, lo que significa que la pro­

babilidad de padecerla es 87.4 veces mayor que la de un indivl 

duo que no tenga este marcador. 
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En este contexto, estudios realizados en cepas sing~nicas 

de rat6n sugieren que una cierta susceptibilidad genética aso­

ciada al complejo H-2 (equivalente al HLA humano) parece favo­

recer el desarrollo y gravedad de las lesiones pulmonares ind~ 

cidas por inhalaci6n de partrculas orgánicas (14). Por otra 

parte existen algunos reportes en la literatura que intentan 

asociar este sistema con la susceptibilidad a desarrollar esta 

enfermedad en humanos, pero los resultados han sido contradict2 

rios y poco concluyentes (15). En ésto pueden influir dos fact2 

res importantes: la heterogeneidad étnica de las poblaciones e~ 



tudiadas y la inadecuada selecci6n de pacientes, dada la compl~ 

jidad clínica del padecimiento. 

Con el propósito de intentar aclarar esta problemática en 

poblaci6n mestiza mexicana se estudiaron los fenotipos del Sis­

tema HLA, locus A,B,C y DR, en 44 individuos con AAE inducida -

por inhalaci6n de antígeno aviario, comparándose los resultados 

con aquello's obtenidos en 200 sujetos control 1 de caracter!sti­

cas étnicas similares. Además, en 21 pacientes y 20 controles -

se analiz6 el locus DQ, el cual no había sido previamente estu­

diado en México. 



MATERIAL Y METODOS. 

1) Población en Estudio. 

a. Grupo problema. 

Se estudiaron 44 pacientes mestizos mexicanos no emparen­

tados, 9 del sexo masculino y 35 del femenino, con AAEinducida 

por antigeno aviario. La edad promedio en el momento del estu­

dio era de 34 ~ 11 años y el tiempo de evolución del padecimien 

to osci16 entre 3 y 12 meses. Ninguno de los pacientes estaba 

bajo tratamiento ni presentaba otra entidad nosol6gicaasociada 

al Sistema HLA. 

Las bases para el diagnóstico, en todos los casos, fueron 

las siguientes: 

l. Antecedentes de exposición a palomas y relación causa­

efecto. 
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2. Presencia de un cuadro clínico, radiológico y funcional 

respiratorio caracterizado por: 

a) Disnea de esfuerzo progresiva. 

b) Estertores crepitantes y subcrepitantes en ambos Cii!!! 

pos pulmonares, de predominio basal. 

e) Alteraci6n funcional respiratoria de tipo restricti­

vo, puro o predominante; caracterizada por disminu­

ción de la Capacidad Pulmonar Total, Capacidad Vital 

y Distensibilidad Pulmonar, con aumento de la Presi6n 

de Retracci6n El~stica. 

d) Hipoxemia en reposo, que empeoraba con el ejercicio. 



e) Imágenes micronodulares, nodulares o reticulonodulares 

en la radiograffa de tórax, diseminadas en ambos pulm2 

nes, sin adenopatra hiliar. 

J. Presencia de anticuerpos circulantes contra antigenos obt~ 

nidos de suero y excretas de paloma. 

4. Mejoria parcial, al suprimir la exposici6n al antfgeno aGn 

en ausencia de tratamiento especffico. 

S. Alteraciones morfol6gicas en el tejido pulmonar obtenido 

por biopsia a cielo abierto, que cumplían los criterios el! 

sicamente aceptados para el diagn6stico {16) {Fig. 2), ésto 

es, inflamaci6n intersticial de franco predorniniomononu­

clear, con monocitos, linfocitos, células plasm§ticas y oc~ 

sionalmente células gigantes multinucleadas, tanto en bron­

quiolos terminales y respiratorios como en los tabiques in­

teralveolares. También se observ6 la presencia de macr6fa-­

gos de citoplasma vacuolado ("rnacrófagos espumosos") en los 

espacios alveolares y algunas granulomas pobremente formados 

en el intersticio. 

b. Grupo control. 

Como controles se estudiaron 200 sujetos sanos, 120 mujeres 

y 80 hombres, que presentaban condiciones ~tnicas, socioecon6micas 

y nutricionalcs similares al grupo problema. 

2) An~lisis de los fenotipos del Sistema HLA: 

Los marcadores de los diferentes alelos del Sistema HLA fueron 

determinados con el ensayo de microcitotoxicidad de Terasaki (17), 

en linfocitos obtenidos de sangre perif~rica. Los fenotipos de los 



locus A,B y C se estudiaron sobre los linfocitos T y los de los 

locus DR y DQ sobre los linfocitos B. 

Se utilizaron antisueros provenientes del Sidney Farber Ca~ 

cer Institute, Bastan, E.U.; de los Institutos Nacionales de 5~ 

lud de los E.U.; y del Instituto Nacional de Enfermedades Respi 

ratorias a través del Programa de Búsqueda de Antisueros en Po­

blación Mestiza y Autóctona Mexicana. 

Purificación de linfocitos {18,19) (Figs. 4 y 5 ) . 
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Los linfocitos se purifican de sangre periférica obtenida por 

punción venosa. La sangre es desfibrinada utilizando perlas de vi 

dría, pas~ndola posteriormente a trav~s de un gradiente de Ficoll 

-Hypaque (cuya densidad es de 1.076-1.078)~ 

Por centrifugación, los eritrocitos y polimorfonucleares se 

depositan en el fondo, mientras que los linfocitos quedan muy ce~ 

canos a la interfase de suero y solución separadora. Se colectan 

los linfocitos con una pipeta Pasteur y a continuaci6n se lavan 

con solución de Hanks (42) con el objeto de eliminar Ficoll y suero. 

Separaci6n de linfocitos T y B (20-221: 

El m~todo empleado para la separaci6n de linfocitos T y B se 

basa en la capacidad que tienen los linfocitos B y lo& macrGía';JoS 

de adherirse a la fibra de Nylon. Por esta raz6n, cuando se pasa 

la suspensión celular a través de una columna de lana de Nylon se 

eluyen los linfocitos T, mientras que los linfocitos B deben de 

liberarse mec:inicamente por compresi6n. De esta manera, es pos1blf~ 

obtener una pureza de linfocitos T del 96\; la que es adecuada ~a-

*Sigma Chemical Ca., St. Louis Me. U.S.A. No. Cat. 1077-1 



ra la separaci6n de subpoblaciones de linfocitos. 

Preparaci6n de las columnas de Nylon: 

- Sellar con calor un extremo de la columna, con Sngulo de 

45°. 

- Sumergir 100 mg de fibra de Nylon en soluci6n de Hanks. 

- Introducir el Nylon en la columna, distribuyéndolo unifoE 

memente a lo largo de 6 cm. 

- Practicar un orificio en el extremo sellado de la columna, 

de manera que permita el flujo de l!quidos. 

- Llenar la columna con medio de cultivo (que contenga 5% de 

suero fetal de ternera [SFT], sellar con medio de cultivo, 

e incubarla a 37°C durante 30 min colocándola horizontal­

mente. 

Obtención de linfocitos totales: 

- Los linfocitos purificados se resuspenden en 0.5 rnl de 

medio de cultivo. 

- Se coloca la columna verticalmente y se aplica la suspen­

si6n de células con la ayuda de una pipeta Pasteur, de 

tal forma que ocupe la totalidad del espacio relleno de -

fibra teniendo cuidado de sellarla. 

- Incubar la columna horizontalmente durante 30 min a 37ªC. 

- Se coloca la columna verticalmente sobre un tubo de ensayo 

y se lava con 15 ml de medio McCoy 143) para elil!r los linfoci 

tos T. Las células obtenidas en la primera lavada son las 

que se emplean para determinar las especificidades -A y -a. 
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- El tubo que contiene los linfocitos se centrifuga a 2500 

rpm durante 10 min. 

- Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los linfoci-

tos en medio de cultivo. 

- Se cuentan las células en un hemocit6metro y se ajustan a 

una concentraci6n de 4 x 106 células/ml con medio de culti 

vo. 

Prueba de viabilidad: 

La prueba de microcitotoxicidad requiere células vivas; por 

lo tanto, es muy importante comprobar la viabilidad de las mismas. 

Esto es posible determinarlo aprovechando la capacidad de las cél~ 

las vivas de excluir colorantes como el azul tripan (de los llama­

* dos colorantes vitales) el cual es capaz de penetrar en una célula 

que tenga dañada su membrana lo que se considera muerte celular. 

Se realiza un conteo porcentual de células vivas y muertas; el m! 

nimo que se considera adecuado es de 90% de células vivas. 

- Se mezcla 0.1 ml de la suspensión de linfocitos con 0.1 ml 

del colorante en un tubo de ensayo. 

- Se incuba a temperatura ambiente durante 2 minutos. 

- A continuaci6n se ca.loca una gota de la mezcla sobre un po.E.. 

taobjetos y enseguida se pone un cubreobjetos. 

Se lee al microscopio usando el objetivo seco fuerte, las 

células vivas excluyen al colorante y se observan refringen 

tes, mientras que las células muertas permiten la entrada -

del azul tripan y por lo mismo se tiñen de color azul. 

- Se cuentan 100 células, calculando a continuaci6n el pareen-

• Trypan Blue SIGMA Chemical Co., St. Louis, Mo. USA Cat.T-0887 
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taje de viabilidad. 

Microcitotoxicidad (17): 

Fundamento: La prueba de microcitotoxicidad consiste básic~ 

mente en la lisis de c~lulas por acci6n del complemento en caso 

de que dichas células hayan sido reconocidas por anticuerpos e~ 

pecificos contra sus marcadores de superficie. Para realizar e~ 

ta prueba se incuban linfocitos en presencia de antisueros que 

tienen anticuerpos monoespec!f icos contra proteinas de superfi-

cie que son producto de la expresi6n del Complejo Mayor de His-

tocompatibilidad; si los anticuerpos reconocen a alguna de estas 

proteinas, se unirán a ellas formando así un complejo Ant!geno­

Anticuerpo (Ag-Ac). Al ser adicionado a continuación el comple­

mento (C'), éste será fijado y activado por el complejo formado, 

con la consiguiente lisis parcial de la membrana celular. Esta 

lisis parcial se visualiza con la ayuda de colorantes vitales 

(azul tripan), los cuales penetran en las células lisadas pero 

son excluidos por las células vivas. 

Las reaccione son evaluadas en un microscópio 6ptico en base al 

sigueinte criterio: 

Células Muertas (%) Calificación Interpretación 

o - 19 Negativo 

20 - 29 2 Negativo 

30 - 49 4 Dudoso 

so - 79 6 Positivo 

80 - 100 8 Positivo 
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3. Análisis estadístico. 

Después de determinar las frecuencias fenottpicas y genot! 

picas para cada alelo de la poblaci6n de enfermos y controles, 

se estableció la diferencia y se comprob6 la signif icancia e~ 

tadística mediante la prueba Chi cuadrada, con la correcci6n 

de Yates. Con el objeto de evitar la sobreestimaci6n de la -

significancia en la diferencia de los datos, la P obtenida 

fue a su vez multiplicada por el na.mero de alelos estudiados 

en cada locus (P corregida) (23). 

Posteriormente se estudiaron todas las combinaciones pos! 

bles para obtener los haplotipos inferidos. La existencia de 

un desequilibrio de enlace se analizó mediante el cálculo del 

Delta, que representa una medida de la diferencia entre la fr~ 

cuencia con la cual un par dado de alelos deben ocurrir juntos 

en un solo haplotipo {frecuencia esperada) y la combinaci6n 

real de estos dos alelos en la poblaci6n en estudio, tomando 

en cuenta que sus frecuencias individuales son conocidas {fre­

cuencia observada). El valor de Delta para una combinaci6n de 

dos fenotipos expresa el grado de diferencia entre la frecuen­

cia esperada y la observada. Para establecer la significancia 

estad!stica de las Deltas se emPle5 tambi~n la prueba Chi cua­

drada ( 24-26). 



RESULTADOS 

Análisis de la frecuencia de alelos por locus. 

La comparaci6n de las frecuencias fenotípicas de los locus 

A, C y DO no mostr6 diferencias significativas entre los pa­

cientes y el grupo testigo. 
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En relaci6n al locus B, (Tabla II), se observ6 que lÓs ind1 

viduos con AAE presentaron un incremento del antígeno HLA-BlS, 

el cual no alcanz6 significancia estadística cuando la P fue 

~orregida. El aumento del fenotipo 815 fue a expensas de la -

disminuci6n de varios alelos, incluyéñao al B60, cuyo desequi­

librio negativo mostr6 tendencia a ser significativo. 

No se encontraron diferencias en los marcadores 88 y 840 -

los cuales han sido asociados a este padecimiento en poblaci2 

nes cauc~sicas (27,28). 

En la tabla III, se muestran los resultados obtenidos en 

relaci6n al locus DR. Puede observarse que los pacientes con 

AAE mostraron un aumento estadísticamente significativo del 

fenotipo HLA-DR7 (P 0.0005; P corregida 0.004), con un riesgo 

relativo de 4.2. 

Haplotipos inferidos. 

Después de obtener los haplotipos a través de una tabla de 

contingencia den x n entre los alelos de los loci A y B, y B 

y DR {frecuencias observadas), éstos se compararon con los pro 
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duetos de las frecuencias genotípicas individuales que corre~ 

panden a los valores esperados {frecuencia esperada). Cinco 

haplotipos inferidos de esta manera mostraron una Delta esta­

dísticamente significativa (tabla IV). Estos fueron el Al-BB: 

A25-Bl4¡ A28-B21¡ B35-DR4 y BS-DRS. 

De manera interesante, en ninguno de estos haplotipos se 

encontró el DR7, que en forma individual estaba fuertemente 

desequilibrado en la población enferma, ni el BlS que mostró 

tendencia a desequilibrarse en dicho grupo. 



TABLA I 

ENFERMEDADES ASOCIADAS AL HLA 

ENFERMEDAD 

Enfermedad de Hodqkin 

Hemocromatosis idiopática 

Enfermedad de Behcet 

Hiperplasia adrenal congénita 

Espondilitis anquilosante 

Enfermedad de Reiter 

Uveitis anterior aguda 

Tiroiditis subaguda 

Psoriasis vulgar 

Dermatitis herpetiforme 

Enfermedad celiaca 

Síndrome de SjOgren 

Enfermedad de Addison 

Enfermedad de Graves 

Diabetes mellitus tipo I 

Lupus eritematoso sistémico 

Esclerosis múltiple 

Sindrome de Goodpasture 

Artritis reumatoíde 

Tiroiditis de Hashimoto 

E= Enfermos C= Controles Sanos 

HLA 

Al 

AJ 

85 

847 

827 

827 

827 

835 

C6 

DRJ 

DRJ 

DRJ 

DR3 

DR3 

DRJ 

DRJ 

DR2 

DR2 

DR4 

DR5 

FRECUENCIA R.R. 
E C 

40 

76 

41 

9 

90 

79 

52 

70 

87 

85 

79 

78 

69 

57 

56 

70 

59 

88 

50 

19 

32 1. 4 

28 8. 2 

10 6. 3 

0.6 15.4 

9 87. 4 

9 37. o 
9 10. 4 

15 13.7 

33 13. 3 

26 15.4 

26 10. 8 

26 9.7 

26 6. 3 

26 3. 7 

26 3. 3 

28 5. 8 

26 4 .1 

32 15.9 

19 4. 2 

7 3.2 

R.R. Riesgo Relativo 

A. Svejgaar, N. Morling, P. Platz, L.P. Ryder y M. Thomsen. 
HLA and Disease 
ll!Ununology 80 Acad. Press 1980. 

15 
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TABLA Il 

FRECUENCIA DE ANTIGENOS HLA LOCUS e, EN LOS PACIENTES 

CON AAE Y POBLACION SANA 

ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA Chi 2 p P CORREGIDA 
FENOTIPICA FENOTIPICA 
CONTROLES PACIENTES 

(N=200) (N=44) 

B5 0.22 0.11 l. 62 0.203 3.857 

B7 0.13 O. ll 0.03 0.58 11. 02 

BS 0.07 0.13 0.93 º· 33 6.27 

Bl3 0.07 0.04 0.87 º· 35 6.65 

Bl4 o.os 0.09 0.02 0.55 10.45 

Bl5* 0.10 0.27 5. 77 0.01• 0.19 

Bl6 0.02 0.09 2.27 0.13 2.47 

Bl7 0.05 0.09 0.31 o. 57 10.83 

Bl8 0.03 o.oo 0.28 o. 59 11. 21 

B21 0.12 0.04 1.17 0.28 5.38 

B22 0.03 0.00 0.28 o. 59 11. 21 

B27 o. 07 0.04 0.035 0.85 16.15 

B35 o. 36 0.25 1.21 o. 27 5.13 

B37 o. 02 o.oo 0.03 0.86 16.34 

B40 0.18 0.09 1.24 0.26 4.94 

B42 o. 00 o.oo o.oo l. 00 19.0 

B44 o. 07 Q.04 0.03 0.85 16.15 

B45 0.04 0.02 0.0007 0.98 18.62 

B60* o. 07 0.02 6. 52 0.006* 0.14 

. Indica los alelos que mostraron tendencia al desequilibrio. 
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TABLA III 

FRECUENCIA DE l\NTIGENOS HLA LOCUS DR, EN LOS PACIENTES 

CON l\l\E 'L POBLl\CION SANA 

ALELO FRECUENCIA FRECUENCIA Chi2 p P CORREGIDA 
FENOTIPICA FENOTIPICA 

(N=200) (N=44) 

DRl 0.22 0.11 1.07 0.30 2.4 

DR2 0.10 0.18 1.19 0.27 2.16 

DR3 0.17 0.18 0.0004 0.95 7.6 

DR4 0.56 0.38 3.02 o.os 0.64 

DR5 0.17 0.07 l. 86 0.172 1.376 

DR6 0.05 0.02 0.196 0.65 5.2 

DR7* 0.15 0.43 11. 93 0.0005* 0.004* 

DRB 0.06 o.oo 2.28 0.13 l. 04 

• Indica al fenotipo con desequilibrio estadtsticamente significativo. 
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TABLA IV 

HAPLOTIPOS INFERIDOS DESEQUILIBRADOS EN LOS SUJETOS 

CON A.A.E. 

HAPLOTIPO FRECUENCIA FRECUENCIA DELTA Chi2 p 
OBSERVADA ESPERADA 

Al-BB 0.03469 0.00413 0.030SS 6.33 .os 

A2S-Bl4 0.0229 o. 00216 0.02082 4.29 .os 

A28-B21 o. 0229 0.00134 0.02164 8.42 • 01 

B3S-DR4 o. 09S4 0.02902 0.06644 4.40 .os 

BS-DRS o. 0229 0.00203 0.0209 4.77 .os 
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Figura 1: DistribucicSn de los genes del Sistema HLA 
ubicados en el brazo corto del cromosoma 
6. Se pueden observar los locus A, 8, C y 
los de la re9i6n O (DR, DO y DP), así co­
mo los componentes del complemento {factor 
B de la properdina, C2 y los dos genes 
de C4). 
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Figura 2: Comparación entre la radiografía de un 
individuo normal (A) y la de un paciente 
de A.A.E. (B). 
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A B 

Figura 3: A.- Fotomicrografía de parénquima de pul­
m6n normal. 

B.- Fotomicrografía de parénquima de pul­
món de paciente con A.A.E. 
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Figura 4 

PREPARACION DE LA COLUMNA DE NYLON. 

l. SELLAR CON CALOR UN EXTREMO DE LA COLUMNA, CON ANGULO 

DE 45ºC. 

2. SUMERGIR 100 MG DE FIBRA DE NYLON EN SOLUCION DE HANKS. 

3. INTRODUCIR EL NYLON EN LA COLUMNA, DISTRIBUYENDOLO UNI­

FORMEMENTE A LO LARGO DE 6 CM. 

4. PRACTICAR UN ORIFICIO EN EL EXTREMO SELLADO DE LA COLU~ 

NA, DE MANERA QUE PERMITA EL FLUJO DE LIQUIDOS. 

S. LLENAR LA COLUMNA CON MEDIO DE CULTIVO (QUE CONTENGA 5\ 
DE SFT) , SELLAR CON MEDIO DE CULTIVO E INCUBAR A 37ºC 

DURANTE 30 MINUTOS COLOCANDOLA HORIZONTALMENTE. 
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Figura 5 

1. OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA POR PUNCION VENOSA. 

2. SE OESFIBRINA LA SANGRE UTILIZANDO PERLAS DE VIDRIO. 
3. COLOCAR LA SANGRE CUIDADOSAMENTE EN UN TUBO QUE CONTENGA 

FICOLL-HYPAQUE. 

4. SE CENTRIFUGA A 2000 rpm POR 30 MINUTOS. 

5. SE COLECTAN LOS LINFOCITOS DE LA INTERFASE DE SUERO Y 

SOLUCION SEPARADORA CON AYUDA DE PIPETA PASTEUR. 

6. DEPOSITAR LA SUSPENSIOS DE CLEULAS EN LA COLUMNA DE NYLON 

PREVIA.MENTE PREPARADA. 

7. LAVAR LA COLUMNA CO?\ MEDIO DE McCOY PARA DEJAR EN EL TUBO 

LINFOCITOS T QUE SE USARAN PARA DETER.'!INAR LAS ESPECIFICI­

DADES A Y B. 

a. SE LLENA LA COLUMNA DE NEUVO CON MEDIO McCOY FRIO (4°C) y 
SE LIBERAN M.ECA!HCAMENTE (POR COMPRESION) LOS LINFOCITOS B 

QUE SERA.~ E.."!PLEADOS PARA I!iVESTIGAR A...'JTIGE!':OS DR. 



Figura 6: Diferencia (Delta) entre la frecuencia 
observada (.0346) y la esperada (0.004131 
para el haplotipo Al-BB en el grupo de pa 
cientes con AAE (P< O.OS). -
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DISCUSION 

Un rasgo característico de la AAE, es que un porcentaJe 

relativamente bajo de sujetos expuestos a un antígeno deter­

minado desarrolla la enfermedad y este fenóraeno no parece r~ 

lacionarse con la duraci6n e intensidad de la exposición a 

dicho antígeno (4,12,28,29). 

Estas evidencias han llevado a la consideración de que 

factores del hu~sped pueden ser determinantes e~ el desenca­

denamiento del daño pulmonar. 

15 

Como en esta enfermedad existen varios desórdenes inmu­

nológicos y dada la estrecha relación entre el Sistema HLA y 

el control de la respuesta inmune, diversos autores han ex-­

plorado la posibilidad de que exista una predisposición gen! 

tica ligada a este sistema. Sin embargo, los estudios han 

sido escasos y se han limitado a poblaciones caucásicas (15, 

27, 20, 30-33). Por otro lado, en los trabajos ini=iales s2 

lo se analizaron los locus A, B y e excluy~ndose aquellos de 

la región O (DR, DQ y DP) que ahora sabemos son los que están 

directamente involucrados en la regulación de la respuesta in 

mune. Los reportes mSs recientes que incluyen al locus DR, han 

sugerido una posible asociaci6n con el OR3 (15,33). 

En este contexto, los resultados de nuestro estudio mos­

traron un claro incremento del marcador HLA-DR7 en los pacien 

tes con AAE. Esta asociaci6n con el DR7 en la poblaci6n rnesti 

za ~exicana y con el DR3 en otros grupos raciales, puede in-
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terpretarse como una evidencia de que existe una susceptibi-

lidad genética relacionada con la regi6n o, pero el fenotipo 

en particular dependerS de las características étnicas de la 

población estudiada. 

En apoyo a la hipótesis de que la predisposición genéti 

ca en la AAE se asocia con esta región del cromosoma 6, está 

la observación reciente de que la subregión I-B, de la región 

1 (equivalente a la región Den huma.nos), predispone al desa­

rrollo de la AAE experimental en ratones (14). 

El hecho de no haber encontrado relación con el locus 

DQ, puede deberse al pequeño número de alelos (1,2 y 3l y/o 

al tamaño de la muestra explorada (21 pacientes y 20 contro­

les respectivamente}. Sin embargo, es posible que este locus 

no juegue ningOn papel en el desarrollo de la enfermedad co­

mo ocurre por ejemplo con la subregi6n I-A en el modelo en 

ratones ( 14 J • 

Por otro lado, es importante destacar la observaci6n de 

la tendencia a asociarse con el HLA-BlS. Aunque despu~s de 

la correcci6n a trav~s de la multiplicaci6n por el nWnero de 

alelos determinados en el locus B, no hubo significancia es-

tadística para este fenotipo, el hallazgo es de inter~s,dado 

que este marcador ha sido relacionado con diversas enfermed~ 

des que tienen un fondo inmunopatol6gico tanto en poblaciones 

cauc~sicas (34) como locales (35). 

No obstante, llama la atención que a pesar de la fuerte 

SADV~ OETES!S NO ñEBE 
LA BIBLIOTECA 



asociación con el HLA-OR7 y la débil asociación con el 

HLA-815, estos fenotipos no coincidieron en los mismos indi 

viduos, como fue demostrado en el estudio de los haplotipos 

inferidos. En este sentido, 5 combinaciones se presentaron 

en los pacientes con una frecuencia mucho mayor que la esp~ 

rada (delta significativa). De §stos, el Al-BB ha sido aso­

ciado con padecimientos autoinmunes en poblaciones caucási­

cas (36, 37). Los otros cuatro, constituyeron un resultado 

inesperado y por el momento no tenemos una explicación clara 

para este hallazgo; es conveniente destacar que este tipo de 

an&lisis no se ha realizado previamente en M~xico, dado que 

los estudios en poblaciones abiertas se han efectuado funda­

mentalmente con marcadores individuales (38-40). 
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Sin embargo, el B35-0R4 podr!a ser para la población me~ 

tiza mexicana, lo que es el Al-BB-DR3 para las poblaciones 

caucásicas; ~sto es, alelos relativamente frecuentes en la po 

blaci6n normal, pero notablemente desequilibrados en algunos 

grupos con padecimientos irununopatol6gicos (41). No obstante, 

este hallazgo deberá corroborarse con estudios familiares, los 

cuales se están llevando a cabo actualmente en el Instituto N~ 

cional de Enfermedades Respiratorias. 

En conjunto, estos resultados indican que existe una pre­

disposición gen~tica asociada por lo menos en un grupo de pa­

cientes al Sistema HLA, pero que esta parece ser multig~nica. 

Por un lado se asocia con algunas combinaciones entre los loci 

A y B o By DR y por otro lado con el DR7. 



Esto podr!a explicar, al menos parcialmente, la heter2 

geneidad observada a varios niveles en esta enfermedad. Por 

ejemplo, el curso cl!nico que puede ser agudo, subagudo o 

cr6nico, la presencia o ausencia de fen6menos autoinmunes -

asociados a la hiperreactividad al antígeno, los diferentes 

títulos y tipos de anticuerpos precipitantes y complejos in 

munes, etc. 

28 

En el caso de nuestros pacientes, todos ellos fueron s~ 

leccionados en la forma subaguda del padecimiento, de tal m~ 

nera, que en este sentido el grupo era relativamente homogé­

neo. Sin embargo, hubo algunas diferencias interesantes entre 

ellos, en relaci6n a la presencia de Factor rewnatoide y los 

t!tulos de complejos inmunes circulantes. Aunque 44 pacientes 

no constituyen aGn una muestra suficientemente significatva 

para hacer correlaciones con todas las combinaciones de ale­

los desequilibrados y la presencia o ausencia de DR7, cabe -

destacar que los sujetos con Al-BB, presentaron los t!tulos 

más elevados de complejos inmunes y factor reumatoide. 

Podriamos concluir, que un sujeto "predispuesto•, desa­

rrollar~ AAE y un sujeto "~esistente" no lo hará (fen6meno -

de todo o nada), pero el individuo susceptible puede presen­

tar la enfermedad en diferentes estilos, dependiendo del o 

de los genes involucrados en esta susceptibilidad. 
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RESUMEN: 

Para analizar si existe una susceptibilidad genética en 

pacientes con Alveolitis Alérgica Extrinseca (AAE) se estu­

diaron los fenotipos del Complejo Principal de Histocompati­

bilidad (HLA), locus A, B, e y OR en 44 pacientes con AAE 

inducida por inhalaci6n de ant!geno av~ario. Los resultados 

se compararon con aquellos obtenidos en 200 sujetos normales 

de condiciones ~tnicas similares. Se estudiaron además todas 

las combinaciones posibles para obtener los haplotipos infe­

ridos y analizar la diferencia entre la frecuencia observada 

y la esperada en la población enferma. 

Los resultados muestran un aumento estadísticamente sig 

nificativo del antígeno HLA-DR7 (P corregida 0.004) en los -

pacientes con AAE y una diferencia también significativa en 

los deltas de los haplotipos Al-BB, A25-Bl4, A28-B21, B35-

DR4 y BS-DRS. Por otro lado, se analizaron los fenotipos del 

locus DQ en 21 pacientes y 20 controles, sin que se observa­

ran diferencias aparentes. 

Estos resultados sugieren que l~ susc~ptihilidad gen~ti 

ca multifactorial asociada al Complejo Principal de Histocom 

patibilidad juega un papel importante en el desarrollo de 

este padecimiento. 



CONCLUSION: 

Existe una predisposici6n genética asociada al sistema 

HLA en algunos pacientes con Alveolitis Alérgica Extr1nseca, 

pero ésta parece ser multigénica. Por un lado se asocia con 

algunas combinaciones entre los loci A y B o B y DR y por 

otro lado con el DR-7. 
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