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l. RESUMEN 

La escleroderma es una enfermedad del tejido conectivo, de etiología desconocida y 

multifactorial, asociada aparentemente a los antígenos del sistema principal de histocompatibilidad 

(SPH) en varias poblaciones del mundo. Los resultados encontrados hasta la fecha son sumamente 

heterogéneos ya que se han reportado asociaciones con los tres tipos de antígenos de este sistema (clase 

1, clase 11yclase111). Dicha heterogeneidad está influenciada principalmente por el componente étnico 

de los pacientes. 

Para poder establecer qué antígenos se encuentran asociados en la población mexicana, se 

estudiaron 41 familias mestizas mexicanas que tenían a un miembro afectado por la escleroderma. De 

cada familia se separaron los haplotipos presentes en el enfermo (haplotipos enfermos) de aquellos que 

no había heredado (haplotipos sanos), de tal forma que se tuvieron 82 haplotipos de enfermos y 51 

haplotipos de sus familiares sanos. Estos grupos se compararon con 200 haplotipos obtenidas de 50 

familias sanas no relacionadas. 

Para la caracterización de haplotipos se determinaron los antígenos J-ILA-A, -B, -C, y -DR 

por la técnica de microlinfocitotoxicidad con un panel de más de 200 antisueros. Los complotipos 

(moléculas clase 111) se determinaron por electroforesis de plasma (obtenido de sangre con EDTA) en 

gel de agarosa e inmunofijación con antisueros especificas para los factores By C4 en tanto que los 

alelos de C2 se determinaron por electroenfoque en geles de poliacrilamida más un ensayo hemolítico 

funcional con eritrocitos de carnero sensibilizados. 

El análisis estadístico se realizó por la prueba de chi-cuadrada y riesgo relativo por el metodo 

de Woolf. 

Al analizar los alelos por separado en pacientes y controles, se encontró en los pacientes un 

aumento en las frecuencias del HLA-DR5 (p=0.005) y C4B* I (p=0.005), ademas de un incremento 

significativo en la frecuencia del complotipo FC3 I (p=0.001 ). De la misma manera en los pacientes, 
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las frecuencias del HLA-B 16 (p=0.01) y del HLA-DR8 (p=0.004) se encontraron disminuidas de 

manera importante. 

Al hacer la comparación entre familiares y controles, se encontraron aumentadas la frecuencias 

de los antígenos HLA-B53, -Bl7, -DR3 e importantemente del HLA-DR7, además del C4A*3, 

C4B* I, el complotipo FC31 y el segmento DR6,SC31. De la misma manera estuvieron disminuidas las 

frecuencias de los antígenos HLA-B 16 y el HLA-DR8. 

La comparación entre pacientes y familiares demuestra la importancia de dos antígenos que 

son el HLA-DR5 cuya frecuencia estuvo aumentada en los pacientes y el HLA-DR7 con frecuencia 

aumentada en los familiares ya que en cuanto a los demás alelos, todos presentan una frecuencia 

semejante en los dos grupos. 

Debido a la existencia de subtipos clínicos de la enfermedad, se hizo pertinente el análisis de 

frecuencias genotípicas entre los controles y pacientes con los diferentes subtipos clínicos. En el grupo 

de pacientes con escleroderma difusa estuvieron aumentadas significativamente las frecuencias del 

HLA-DR5, del complotipo FC3 I , del alelo C4B* I y del segmento B35,DR5, asi como disminuidas 

las del HLA-BI6 y del HLA-DR8. De la misma manera la frecuencia del HLA-DR5 también estuvo 

aumentada significativamente en los pacientes con escleroderma localizada. Por otro lado, en el 

síndrome de CREST sólo estuvo aumentada marginalmente la frecuencia del HLA-B53 y en el 

síndrome de Reynolds la frecuencia del alelo C4B*2. Lo anterior hace pensar en la participación del 

DR5 como marcador de la forma generalizJda de la enfermedad. 

Debido a la presencia de ciertos segmentos o pares de alelos en los pacientes, se decidió hacer 

el estudio por haplotipos o segmentos de haplotipo, con lo cual pudimos detectar la presencia de 5 

haplotipo extendidos o segmentos en los pacientes con escleroderma, estos son: 

1.- A2,B35,DR5,DQw3,DRw52,S'::'3 I 

2.- A2,B5 ,DR4,DQw3,DRw53,SC31 

3.- Al,Bl7,DR7,DQw2,DRw53,SC61 

4.- , ,DRl,DQwl,DRw53,SC31 
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5.- Al, ,DR3,DQw2,DRw52,SC31 

Cabe señalar que los antigenos adquieren mayor importancia cuando se lesc consldera como 

parte de uno de los anteriores haplotipos extendidos o segmentos, esto es notorio al analizar a los 

pacientes en general, asi como por subtipos clinicos. 

Los pacientes con la escleroderma difusa presentan basicamente 3 de los haplotipos extendidos 

o segmentos anteriores y son los marcados por el HLA-DR5, -DR4 y -DR7. 

La presencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homólogo 

parece ser diferente según el subtipo clinico de la enfermedad, razón por la cual.se comparó la 

frecuencia de estos haplotipos extendidos o segmentos en escleroderma difusa y en síndrome de 

CREST. Los resultados muestran que Ja frecuencia de los haplotipos extendidos en el cromosoma base 

es semejante en ambos grupos (43.1% vs 45.4%), sin embargo, Ja presencia de estos mismos haplotipos 

en el cromosoma homólogo es diferente (27.2% vs 9.0%) y por tanto, la presencia de haplotipos no 

extendidos tambien resulta diferente existiendo más de ellos en los pacientes con el sindrome de 

CREST que en los que presentnn la escleroderma difusa (45.4% vs 29.5%). 

Nuestros resultados demuestran que las frecuencias de algunos antigenos clase 11 como el 

HLA-DR5 se encuentran aumentadas en los pacientes con escleroderma, sin embargo, esto parece ser 

una consecuencia de su inclusión en alguno de los haplotipos extendidos o segmentos que finalmente 

confieren la susceptibilidad. 

Un punto importante es la presencia de estos haplotipos extendidos o segmentos no sólo en uno 

de Jos cromosomas sino también en el cromosoma homólogo, lo cual podría estar en favor de la 

hipótesis de formación de moléculas hibridas enciso trans que podrian formar una molécula clase 11 

diferente a la normal y que pudiera llegar a presentar un péptido propio y de esta forma llevar al 

fenómeno autoinmune que caracteriza a esta enfermedad. 
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//, INTRODUCCION 

EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD 

El sistema principal de histocompatibilidad (SPH) está formado por un grupo de genes 

localizados en el brazo corto del cromosoma seis humano (6p2 J .3) (Fig 1 ). Este sistema abarca entre 

tres mil y cuatro mil pares de bases nucleotidicas y se ha podido localizar gracias a estudios de 

electroforesis pulsada en gel implicando una electroforesis de campo con el fin de estudiar megabases 

de DNA (36,57 y 79). 

Hacia el telómero se encuentra Ja region clase 1 del SPH, que tiene por lo menos 17 genes 

relacionados entre sí (54) y que incluye Jos loci HLA-A, -By -C. Hacia el centromero está la región 

clase JI, que se puede dividir en cuatro subregiones (DP, DO/DZ, DQ y DR), cada una por Jo menos 

con un par de genes a y 13 (91 ). Dentro de Ja región de clase 11 se incluyen los determinantes 

HLA-Dw, Jos cuales se determinan por cultivo mixto de linfocitos (21 ). Entre las regiones clase 1 y 

clase 11, se encuentra la región clase 111, cuyos genes codifican para los componentes del complemento 

C2, factor B (fB), C4A y C4B, así como los genes estructurales de Ja 21-hidroxilasa A y B (21-0HA 

y 21-0HB); 

Dentro del SPH se incluyen el gen de Ja glioxalasa 1, el más centromerico de todos, los genes 

del factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-a y TNF-13), que están entre el HLA-B y Ja región 

clase 111 y el gen de una proteína con estructura periódica no común llamada RD, que se encuentra 

entre el gen del factor B y el de C4A. 

Recientemente se han encontrado otros cinco genes asociados al locus HLA-B, llamados 

"transcritos asociados a B", que son BA T-1,-2, -3, -4 y -5, asi como también un gen llamado B-144 

que es análogo a un gen con igual nombre que el del ratón (83). En 1989 se encontraron dos loci de 

Ja proteína de "choque térmico", HSP70-J y HSP70-2, situados entre los genes de clase III y el del 

factor de necrosis tumoral alfa (79). 
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Los genes clase 1, 11 y 111 se heredan de manera mendeliana codominante. Las moléculas clase 

se expresan en Ja membrana de todas las células nucleadas. del cuerpo, excepto en neuronas y 

trofoblastos maduros y son difíciles de detectar en eritrocitos. De los tres loci de clase 1 clásicos, 

HLA-A, -B y -C. el locus de Ces el que menos adecuadamente se expresa. Las moléculas clase 11 se 

expresan sólo en ciertas células como macrófagos, linfocitos B, células endoteliales, células dendríticas 

y células de Langerhans. No se expresan en linfocitos T no activados, pero su expresión puede 

inducirse con mitógenos ó estímulos antígeno-específico. Ni los eritrocitos maduros ni Jos granulocitos 

expresan moléculas de clase 11 (31 ). 

La frecuencia de recombinación genética dentro del SPH es muy baja (menos de 2 %) debido 

a que este conjunto de genes ocupa solamente unas 3,800 kb. El entrecruzamiento entre cromosomas 

homólogos que incluya a los genes HLA-A y -B ó a HLA-B y -DR ocurre con una frecuencia un poco 

menor de 1 % del total de meiosis (8). Por esta razón el complejo génico puede considerarse como una 

sola unidad genética. 

+- centrÓMero 
Figura 1: Hapa genético del SPH 
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Los alelos de Jos loci del SPH de un cromosoma en particular constituyen un haplotipo (el 

genotipo de un individuo está dado por dos haplotipos, uno de origen materno y otro de origen 

paterno). Una combinación dada de alelos de los Joci fB, C2, C4A y C4B forman un llamado 

complotipo (11) o haplotipo de genes del complemento. 

a) Genes Clase I 

Los antígenos de clase 1 son mediadores de la eliminación alogénica y de la restricción de 

linfocitos T efectores (86). Se constituyen de un par de cadenas polipeptídicas unidas no 

covalentemente: una cadena pesada<>, que es glicoproteica, transmembranal de 45 kd y una cadena 

ligera 13, también glicoproteica, de 12 kd. La cadena a es polimÓrfica y es codificada por el HLA-A, 

-B ó -C y la cadena f3, monomórfica, es la beta2-microglobulina, codificada por un gen en el 

cromosoma 15. 

La estructura de los antígenos de clase 1 del SPH, se dedujo inicialmente a partir de la 

determinación de la secuencia de aminoácidos de material purificado de una linea celular humana 

linfoblastoide (87). Estas moléculas tienen dominios e.xtracelulares, una región transmembranal y una 

cola ciroplasmica corta (Fig.2). Se ha podido encontrar además la estructura tridimensional de una 

molécula clase 1, el antígeno HLA-A2 por medio de cristalografía de rayos X (16). La cadena pesada 

a consta de tres dominios externos (al, a2 y a3). Lccs dominios al y a2 son los más distales a la 

membrana celular y son los que contienen Jos residuos polimórficos. Estos dos dominios conforman 

el sitio de unión a un antígeno (17), que es de esta forma presentado por la molécula del HLA al 

receptor del linfocito T. 

Koller y colaboradores ( 1989) construyeron un mapa de los genes clase 1, que incluye 6 loci: 

HLA-B, HLA-C, HLA-E, HLA-A, HLA-F(5.4)/HLA-G(6.0) y HLA-9.2p. Abarca en total 11 cM 

(Figura !). 
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El gen de Ja cadena a tiene ocho exones: el exón 1 codifica paracel líder; el exón 2, para el 

dominio al; el exón 3, para el dominio a2; el exón 4; para el dominio a3; el exón 5, para la región 

transmembranal y parte de Ja citoplásmica; los exones 6 y 7, para partes de la región intracitoplásmica 

y el exón 8, para la cola 3' no traducida (87). 

La mayor diversidad de aminoácidos de los antígenos de clase 1 se halla en diferentes sitios en 

los dominios al y a2, Jo que se ha confirmado con experimentos de transfecciones génicas y por medio 

de reconocimiento con aloanticuerpos (86). El dominio a3 esta muy conservado. El polimorfismo de 

estas moléculas es mayor que el de las regiones variables de las inmunoglobulinas y la mayoría de las 

posiciones polimórficas est:in en los residuos 1 al 194. 

En el humano se han detectado por serología alrededor de 23 alelos del locus HLA-A, 49 de 

HLA-8 y se estima que al encontrarse m:is subtipos de cada alelo, aumenten a 50 para HLA-A y a 

más de 100 para HLA-8 (53). 

l"llC 

Cli= 1 

e e e 
ce 
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b) Genes clase II. 

Los antígenos de clase 11 son determinantes primarios en la generación de respuestas 

proliferativas de linfocitos T en cultivo mixto de linfocitos (87) y pueden presentar antígenos al 

receptor del linfocito T. Estas moléculas se encontraron como impurezas en preparaciones de antígenos 

de clase I. Se constituyen (fig. 2) de dos cadenas glicoproteicas, unidas no covalentemente, una pesada 

cr monomórfica, de 33 kd y una cadena ligera 13 polimórfica, de 28 kd (91 ), ambas codificadas por loci 

del HLA. La molécula de clase ll tiene cuatro dominios externos: cd, a2, BI y 132, análogos a los 

dominios al, cr3, cr2 y a la beta2-microglobulina, de la molécula de clase 1, respectivamente. Los 

dominios c:x2 y 132 son del tipo de los dominios de las inmunoglobulinas, muy conservados y los 

dominios al y 131 son polimórficos. No se ha deducido la estructura tridimensional por cristalografía 

de rayos X, de las moléculas de clase 11, pero se ha propuesto un modelo (25), parecido al de Ja 

estructura de la molécula de clase l. 

La molécula de clase ll tiene asociada a las cadenas a y B una gl ícoproteína transmembranal 

de 3 l kd, conocida como cadena gama o cadena invariante. Esta cadena no se detecta con anticuerpos 

en la superficie celular, por lo que se piensa que se disocia del complejo entre el paso por el aparato 

de Golgi y el arribo a la membrana celular (33). 

De las cuatro subrcgiones de Jos genes de las moleculas de clase 11 (Fig. 3), la subregión DP 

consta de dos pares de Joci a y dos 13 , de los cuales DPei2 y DPl3 2 parecen ser pseudogenes (genes 

que no codifican para proteínas). La subregión DZ/DO se constituye de los genes DZa y 0013, pero 

como estos dos luci están separados por varios cientos de kílobases. quiz:i no formen un dímero a/13 

(91 ). La subregión DQ tiene dos genes a y dos J:l: incluye dos genes DX (a y 13) y un gen DVJ:l entre 

los genes DQ y DX ( 19). La subregión DR tiene cuatro genes J:l: el 13 l codifica para las variantes de 

DR de DR l al DR l 8, el B2 es pseudogen, el 133 codifica para el determinante DR w52 y el 134 para el 

determinante DR w53. Hay un gen DRc:xno polimórfico. Se expresan tres tipos de productos de clase 

II: DP, DQ y DR. No hay evidencias de que DZa y DOJ:l se expresen como proteínas, aunque se ha 
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encontrado ARNm normalmente poliadenilado, de ambos genes, en células B. Pueden formarse pares 

de cadenas DQa y DQfl en "trans", es decir, la cadena a 1 y fl 1 codificadas cada una por uno de los dos 

cromosomas homólogos de un individuo. Tambien se pueden combinar productos de diferentes loci, 

como DRa y DQfl, en ratones trnnsfectados (91 ). 

Los genes de la cadena a de clase 11 tienen cinco exones: el exón 1 codifica para la región S'no 

traducida; los exones 2 y 3, para los dominios a 1 y a2; el exón 4, para el péptido que conecta una 

cadena con la otra, la región transmembral, la cola citoplásmica y parte de la región 3' no traducida; 

el exón 5 codifica para el resto de esta regían (91 ). Los genes de la cadena 13 de clase 11 tienen seis 

exones, los primeros 5 son análogos a los e.xones de clase 1, con la diferencia de que la cola 

citopl:ismica se codifica por los exones 4, 5 y 6. 

Figura 3: "SUBREGIONES" DE LA REGION HLA-D 

DRw52 
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El polimorfismo de las moléculas de clase 11 se encuentra en las cadenas 13 de los antígenos 

HLA-DP, -DQ y-DR. Los residuos polimórficos están en cuatro cúmulos en los dominios 131 de DQ 

y DR, así como en un cúmulo en ad de DQ. El polimorfismo de la cadena DPl3 es limitado (87). 

El polimorfismo alélico de los antígenos de clase l y ll se reconoce fenotípicamente por 

serología. 

Las variantes de HLA-Dw se detectan por cultivo mixto de linfocitos. El polimorfismo 

genotípico se reconoce mediante secuenciación de nucléotidos y análisis de fragmentos de restricción 

(14). 

e) Genes clase Ill. 

Los genes de clase IlI del SPH, después del HLA, forman el conjunto de marcadores genéticos 

más polimórfico del humano (9). Los cuatro Ioci de esta región (C2, factor B, C4A y C4B) se heredan 

en bloque, pues al analizar varios centenares de meiosis informativas, se ha observado que no hay 

intercambios genéticos entre ellos (7,10). 

Las moléculas de C2 y del factor B son glicoproteínas de una sola cadena de 102,000 y 90,000 

Daltones, respectivamente y circulan en el plasma en forma de pro-enzimas (27). Se sintetizan en el 

hígado y en células de la línea monocito/macrófago. Ambas moléculas parecen tener tres dominios 

globulares. 

La molécula de C4 (fig. 4), pesa 200 kd y tiene tres subunidades unidas por puentes disulfuro: 

a (95kd), J3 (75 kd) y r (30 kd). Se sintetiza como una sola cadena en el orden 13-a-r que luego se 

glicosila y se procesa intracelularmente; se secreta como una estructura de tres cadenas (29). 
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La enzima 21-hidroxilasa es un citocromo P-450. Cuando esta ausente total o parcialmente, 

provoca un defecto en el metabolismo esteroideo y causa entonces hiperplasia adrenal congénita. Se 

sintetiza en Ja glándula suprarrenal. 

Se ha podido hacer un mapa molécular de los genes de clase IIJ, gracias al aislamiento de 

clonas de cósmidos que los contienen y se ha establecido el orden relativo de Jos loci de C2, fB y C4. 

Esta región ocupa aproximadamente 120 kb. El orden de los genes, de centrómero a telómero, es 

21-0HB, C4B, 21-0HA, C4A, fB y C2. 

El gen del fB tiene dieciocho exones, caso semejante al del gen de C2. La organización de Jos 

exones del fB revela una relación estructural y evolutiva, a nivel de organización génica, entre esta 

proteína y otras proteasas de serina (27). Existen dos variantes principales de fB. detectadas por medio 

de electroforesis de plasma, en gel de agarosa, más inmunofijación: F y S. Existen dos variantes 

menores, FI y SI y catorce variantes muy raras (Figura 5). 
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Figura 5. Variantes electroforéticas del factor B. 
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Figura 6. variantes electroforéticas de C2. 
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cada una por un patrón de trea b1ndu. 
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Las variantes de C2 se pueden detectar n1ediante isoelectroenfoque de plasma o suero y un 

ensayo hemolítico. Los patrones de C2 constan de dos bandas prominentes de lisis y de dos o tres 

bandas adicionales ácidas o básicas. La variante común de C2 se llama C, la básica rara es B y la ácida 

, A (Figura 6) (7). 

Hay dos loci para C4 en el humano (10). Producen proteínas similares que difieren serolÓgica, 

estructural y funcionalmente entre si. Los antígenos del grupo sanguíneo Chido y Rodgers se 

encuentran en los productos de los genes de C4D y C4A respectivamente. El polimorfismo estructural 

de C4 es mayor que el de C2 o fD y es el que proporciona el polimorfismo de los complotipos (29). 

Los alelos de cada locus de C4 se designan con números segun la movilidad electroforética del cátodo 

al ánodo. El nombre de un alelo esta dado por: nombre del locus, un asterisco y un numero o el 

símbolo "QO" si el alelo es nulo ( 1 O).(Figura 7). 

Existen alelos nulos de C4A y C4D. Alrededor de la micad resultan de pérdidas de ADN que 

incluyen a C4A y 21-0HA o a C4B y 21-0HA o a C4B y 21-0HB. no se ha visto pérdida de C4A y 

21-0HB. Los alelos nulos que no se deben a pérdidas de ADN probablemente resultan de varios 

defectos en la transcripción o la traducción (29). 

Los dos loci de la 21-hidroxilasa, 210HA y 21-0HB. se encuentran en dirección 3' junto a 

los loci de C4A y C4D, respectivamente (28,94). 

Se ha sug,•rido que los genes de la 21-hidroxilasa se duplicaron junto con los dos genes de C4. 

Soló el locus 21-0HB es importante para la biogénesis de esteroides (29). 

DESEQUILIBRIO DE UNION Y HAPLOTIPOS EXTENDIDOS 

La frecuencia de los diferentes antígenos y haplotipos del SPH varia de una población a otra 

y algunos de ellos son característicos de ciertos grupos étnicos. 
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Pueden existir alelos de dos o más loci que se encuentran juntos con una frecuencia mayor a 

la esperada que si su asociación ocurriera al azar. Este fenómeno se llama desequilibrio de ligamiento 

o de unión y se presenta en el SPH (6). Esta es una caractreristica del sistema HLA en todas las 

poblaciones estudiadas y es el fenómeno generalmente responsable de los haplotipos más frecuentes. 

Como el desequilibrio de unión entre los loci del HLA se extiende a otros genes de la región, 

se forman haplotipos llamados extendidos que incluyen entonces a los genes clase l, 11 y lll y al gen 

de la glioxalasa l. Se pueden observar tales grupos de ligamiento extendido al analizar haplotipos 

completos del SPH (6). 

Figura 7: Variantes electroforéticas del cuarto componente del complemento. 

81 82 83 84 85 86 87 A1 A7 A2 A3 A4 A5 A6 
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ASOCIAC/ON DECHLXCON ENFERMEDADES 

Los avances ocurridos en el conocimiento de la genética y la biologia de las moléculas clase 

1, 11 y Ill han estimulado la investigación en el área de la asociación de enfermedades con alelos de 

estos genes, especialmente por el papel que tienen en la regulación de la respuesta inmunitaria . En 

otras palabras, se puede inferir que cualquier transtorno manifestado ya sea como aumento o defecto 

de la respuesta inmunitaria, es natural que involucre a cualquiera de los antígenos del SPH teniendo 

por lo tanto consecuencias relevantes en el tipo de respuesta inmunitaria que desarrolle un individuo 

en particular. 

La asociación de los genes del SPH con enfermedades se demostró primero en ratones en el 

año de 1964; en aquella ocasión, se describió un tipo de leucemia inducida por virus asociada con el 

genotipo H2 1s (equivalente murino del SPH). Es1a asociación de un marcador genético con una 

enfermedad llevó entonces a buscar asociaciones entre los fenotipos HLA y enfermedades en los seres 

humanos. 

En 1973 se reportó la asociación entre espondilitis anquilosan le y el antígeno HLA-B27, desde 

entonces m:is de 50 enfermedades han sido descritas como asociadas con uno o más antigenos del SPH 

(89). Estas enfermedades se pueden incluir basicamente en tres grupos: 

1.- Enfermedades asociadas a los antígenos clase 1 (principalmente las espondiloartropatías asociadas 

al 627). 

2.- Enfermedades asociadas a los antígenos clase ll principalmente con el locus HLA-DR. 

3.- Enfermedades asociadas a los antígenos clase 111. 

La mayoria de las enfermedades incluidas en el segundo grupo son de origen autoinmune. Las 

enfermedades asociadas al SPH son mul1ifactoriales, es decir, involucran tanto el lerreno genetico del 

individuo como también cienos factores ambienlales, actuando conjuntamente para influir en la 

susceptibilidad o resis1encia al desarrollo de enfermedades especificas. 
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Es necesario distinguir el concepto de a;soci~ci6~'con el de ligamiento. El ligamiento sólo 

puede ser identificado por estudios familiares que i~¿l~y~n más de ~na generación , y de esta manera 

determinar si ciertos caracteres génicos son transmitidosjunt~o con el gen para la enfermedad a la 

descendencia. El término asociación, se usa para referirse a la relación entre dos caracteres o hallazgos 

que en principio no tienen conexión. 

La mayoria de los estudios que tratan del papel del HLA en las enfermedades, se han realizado 

en población abierta e involucran padecimientos que generalmente no ocurren en más de un miembro 

de una misma familia. Tales estudios, han generado información importante concerniente a la 

prevalencia de ciertos antígenos HLA en forma aislada , y también han informado acerca de la 

frecuencia relativa de varios haplotipos HLA para una enfermedad en poblaciones diferentes. 

Es factible, que el gen de susceptibilidad para una enfermedad esté dentro del SPH o que la 

enfermedad sea causada por genes recesivos, como ocurre en los casos de deficiencias de C2 y de C4 

o en la hiperplasia adrenal congénita debida a la deficiencia del gen para la enzima 21-hidroxilasa. 

De la misma manera se ha demostrado un gen dentro del SPH que confiere susceptibilidad al 

desarrollo de hemocromatosis idiopática; en esta enfermedad, el poseer ambos haplotipos HLA en 

común con el caso índice, confiere mayor expresión bioquímica de sobrecarga de hierro y la aparición 

de síntomas clínicos que caracterizan a la enfermedad (13). Por otro lado, existen enfermedades como 

la ataxia cerebelosa en la que se han demostrado genes de susceptibilidad con forma de herencia 

dominante unidos al SPH. 

La mayoría de !ns enferm<:dades estudiadas en relación con el SPH, muestran asociación, pero 

no se ha demostrado ligamiento; entre ellas cabe resaltar el caso de la espondilitis anquilosante con el 

B27, ya que esta asociación tiene uno de los riesgos relativos más elevados(> 100) esta asociación se 

ha evidenciado en todas las poblaciones del mundo hasta ahora estudiadas. 

Existen otras enfermedades asociadas ya sea con el HLA-DR3, HLA-DR4 o con el HLA-88; 

entre ellas están la enteropatía por sensibilidad al glúten, en la que se ha encontrado que la respuesta 

inmunitaria a la gliadina es anormal; también en el caso de la diabetes insulina dependiente, se 
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encuentran anormalidades inmunológicas, éstas incluyen anticuerpos contra las células de los islotes 

de Langerhans y trastornos de inmunoregulación; la enfermedad de Graves, está asociada con la 

producción de anticuerpos contra el receptor de la hormona estimulante del tiroides; y en la miastenia 

gravis, los pacientes desarrollan anticuerpos contra el receptor de acetilcolina. Una enfermedad que 

se encuentra asociada con alelos del locus DR, es la esclerosis múltiple en donde también existen 

trastornos inmunologicos, esrn entidad neurologica está asociada con el HLA-DR2 (67). En individuos 

mexicanos, se ha descrito un incremento de la misma en aquellos que poseen el antígeno HLA-DR2 

(46). 

Existen por lo menos tres enfermedades en donde se ha estudiado con mayor profundidad el 

significado de estas asociaciones; enfocando principalmente la participación que tienen los productos 

del SPH tanto en la etiología como en la patogénesis. Estas enfermedades son: la espondilitis 

anquilosante, la miastenia gravis y la enfermedad de Graves. 

En la espondilitis anquilosan te como ya se dijo hay una asociación con el antigeno HLA-B27; 

entre los pacientes que tienen esta enfermedad, 90 % de ellos poseen el antigeno HLA-B27; sin 

embargo, sólo el 20 % de los individuos que nacen con este antígeno desarrolllan la enfermedad. Hay 

evidencia de que algunos factores ambientales como ciertos agentes infecciosos, pueden ser 

importantes en la fisiopatología de esta enfermedad (40}, por ejemplo, ciertas cepas de Klebsiella 

reaccionan en forma cruzada con el antigeno B27 produciendo una reaccion autoinmune mediada por 

anticuerpos específicos (80). 

En la miastenia gravis y la enfermedad de Graves la asociacion es con el HLA-B8 y con el 

HLA-DR3: En la miastenia gravis, la alteración principal parece estar en las moléculas clase lI del 

SPH, ésto se sabe debido a que en el modelo murino experimental, se han podido identificar cambios 

en la cadena polipeptídica B de la región 1-A (equivalente del DQ humano) en dicha cadena, existen 

tres sustituciones de aminoácidos en un espacio de tan solo cinco residuos, produciéndose una 

alteración en la molécula de los ratones mutantes, siendo ésto relevante en la producción de 

anticuerpos dirigidos contra el receptor de acetilcolina (65). En la enfermedades de Graves {22), existe 
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evidencia de que dicha entidad surge como resultado de una infección viral, la cual precipita la 

producción anormal de moléculas clase 11, en la superficie de células que normalmente no expresan 

tales moléculas. En esta enfermedad un producto de los genes clase II. se expresa en la superficie de 

la membrana de las células de la tiroides y se situa muy cerca al receptor de la hormona estimulante 

de la tiroides (TSHR). Esto a su vez activa a las células T cooperadoras, gener:indose asi Ja producción 

de autoanticuerpos especificos que son los responsables de la patogénesis de la enfermedad;el papel 

de la infección viral, es de particular interés ya que éste agente por si solo, no parece ser el factor 

crucial en la determinación del tipo de respuesta antigénica, sino que el tejido infectado por el virus 

puede ser el determinante principal del tipo de respuesta inmunitaria. Por ejemplo, si la infección 

viral ocurre en las células de los islotes del p:increas, el resultado es el desarrollo de la diabetes 

mellitus. 

Se han propuesto varias hipótesis para explicar el papel de los alelos del SPH en el 

establecimiento de Ja susceptibilidad a enfermedades (63). 

Entre éstas hipótesis se encuentran: 

1.- La hipótesis de similitud molecular, la cual explica la susceptibilidad mediante reacción 

cruzada entre organismos infecciosos y un determinado antigeno del sistema HLA. 

2.- La hipótesis del receptor, establece que ciertos antigenos HLA pueden actuar como 

receptores específicos para agentes infecciosos y que este evento esta directamente relacionado con 

el desarrollo de la enfermedad. 

3.- La hipótesis del antígeno HLA modificado, sugiere que los antígenos HLA estan 

modificados químicamente por antígenos extraños y entonces el sistema inmunitario los reconoce como 

extraños, respondiendo por lo tanto con la produccion del autoanticuerpo correspondiente, 

generandose así el estado de enfermedad. 
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4.- La hipótesis de genes de respuesta inmune intenta explicar que la asociación ocurre como 

resultado de respuesta versus no respuesta a un determinante critico que es propio del agente 

patógeno. 

Desde luego, ninguna hipótesis en forma aislada explica todas las relaciones que se han 

registrado y bien pudiera ser que cada uno de estos mecanismos, esté involucrado ya sea en uno o 

varios de los procesos de enfermedad asociados con el SPH. 

111. ANTECEDENTES 

ETIOPATOGENIA DE LA ESCLERODERMA 

Se desconoce la causa de la escleroderma, aunque en anos recientes se ha avanzado 

notablemente en el conocimiento de su patogenia. Las cuatro hipótesis mas estudiadas apoyan el que 

se deba a una alteración primaria del fibroblasto, a la disminución en la producción de colagenasa, 

a una alteración vascular primaria o bien ha una alteración inmunológica primaria originada al parecer 

en el monocito. De las numerosas alteraciones de la inmuno-regulación encontradas en pacientes con 

escleroderma, destacan un numero disminuido de las ce lulas de sangre periférica que tienen receptor 

para la porción Fe de la JgM (celulas u); a pesar de ello.se encuentra aumentada la función de ayuda, 

efectuada en gran parte por esta subpoblacion celular ( l ,56). A diferencia de otras enfermedades del 

tejido conectivo, las funciones supresoras se encuentran normales en estos pacientes. Un hallazgo muy 

peculiar es la respuesta proliferativa temprana de los linfocitos T, de los pacientes con escleroderma, 

al estimularse en cultivo con sus linfocitos no T autólogos ( 1 ). Los linfocitos T de pacientes con 

escleroderma, al ser estimulados, también producen y responden normalmente a la IL-2 (2). sin 

embargo, los monocitos de algunos pacientes, principalmente con aquellos con enfermedad temprana, 
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producen, en forma espontánea, interleucina J (IL-1) (3). La señal amplificadora de esta monocina 

sobre los linfocitos T de pacientes con escleroderma es también anormal. Ambas anormalidades 

sugieren una preactivación in vivo de los monocitos en pacientes con esta enfermedad, y alcanzan 

mayor importancia al considerar que la IL-1 induce proliferación de fibroblastos y producción de 

colagena. 

Finalmente, en esta enfermedad parecen estar afectadas diferentes interacciones entre las 

células mononucleares y el fibroblasto. La mayor parte de esta comunicación está mediada por factores 

solubles; así, se han aislado diferentes factores producidos por monocitos, células mononuclenres o 

linfocitos T, que inhiben o estimulan al fibroblasto a producir colágena (2,45). 

CLASIFICACION DE LA ESCLERODERMA. 

La escleroderma es unn alteración generalizada del tejido conectivo caracterizada por fibrosis 

de Ja piel, insuficiencia vascular y cambios degenerativos en otros Órganos. El diagnóstico de 

escleroderma y la división en subgrupos clínicos ha sido un problema por mucho tiempo. Existen 

muchas controversias en cuanto a lo extenso de la involucración de la piel y de otros Órganos para 

hacer el diagnóstico. A continuación se presenta la clasificación que al parecer reune a todos Jos 

subgrupos descritos. 

l. Esclerosis sistémica progresiva. 

A. Escleroderma difusa. 

B. Síndrome de CREST. 

C. Síndromes sobrelapados. 

II. Fascitis eosinofílica. 

111. Distrofia facial congénita, 

IV. Forma localizada de escleroderma. 
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A. Morfea. 

1. Semejante a placas. 

2. Generalizada. 

3. Formas poco típicas. 

4. Morfea atrófica primaria superficial. 

B. Escleroderma lineal con o sin hemiatrofia facial. 

C. Escleroderma en golpe de sable con o sin hemiatrofia facial. 

V. Condiciones semejantes a escleroderma inducidos químicamente. 

A. Enfermedad por cloruro de vinilo. 

B. Fibrosis inducida por pentazocina. 

C. Fibrosis inducida por bleomicina. 

D. Fibrosis inducida posiblemente por tricloroetileno. 

E. Enfermedad semejante a escleroderma inducida por 5-hidroxitriptofano y carbidopa. 

VI. Esclerosis digital y contracturas articulares asociadas con diabetes mellitus juvenil. 

VII. Enfermedades con cambios de piel que semejan escleroderma (pseudoescleroderma). 

A. Edematosas. 

1. Escleroderma relacionada a diabetes mellitus. 

2. Escleromixedema (mucinosis papular). 

B. lndurativa y/o atrófica. 

1. Acromegalia. 

2. Amiloidusis primaria y asociada a mieloma._ 

3. Fenilcetonuria. 

4. Síndrome calcinoide. 

5. Lipoatrofia localizada. 

6. Poiquiloderma congénita. 

7. Síndrome de Werner's. 
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8. Progeria. 

9. Acrodermati!is crónica atrófica. 

GENETICA DE LA ESCLERODER,\/A 

La escleroderma es una enfermedad de etiologia desconocida que se ha incluido en el grupo 

de las enfermedades del tejido conectivo. Desde el punto de vista clinico las manifestaciones que se 

presentan son sumamente complejas destacando entre ellas el engrosamiento y endurecimiento de la 

piel, cambios proliferativos en pequeñas arterias y arteriolas, lesiones microvasculares obliterativas, 

atrofia residual y fibrosis de organos internos como corazón, pulmón, riñon y tracto gastrointestinal 

(58). 

Al igual que otras enfermedades del tejido conectivo, la escleroderma se caracteriza por 

alteraciones a nivel del sistema inmune, de estas las m:Ís estudiadas por varios grupos de investigación 

son la presencia de autoanticuerpos tales como los anti-centromero y factor reunrntoide (84), 

complejos inmunes circulantes (84), hipergamaglobulinemia (30), infiltrado linfocitico en tejidos 

afectados (50), alteración en el número de linfocitos T circulantes y aumento en la actividad de las 

células T cooperadoras ( 1 ). 

Por otro lado, debido a que la escleroderma tiene al parecer un fondo autoinmune, se ha 

pensado en la participación de factores genéticos, los cuales, podrian estar interactuando con otro tipo 

de factores, que finalmente llegan a producir la alteración. En este campo existe una gran cantidad 

de estudios que apoyan esta noción y en los cuales se han encontrado basicamente seis hechos que 

incluyen de una u otra forma esta participación genética: 

1.- Reportes de agregación familiar (64). 

2.- Mayor frecuencia en mujeres (64). 
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3.- Prevalencia incrementada de anticuerpos antinucleares en familiares de 

individuos afectados (64). 

4.- Alto grado de inestabilidad cromosómica incluyendo una tendencia a la ruptura de 

cromosomas y un aumento en el intercambio de crom:itides hermanas (76). 

5.- Susceptibilidad genética a una enfermedad fibrótica similar a escleroderma 

inducida por cloruro de vinilo ( 18). 

6.- Asociación de la enfermedad con alelos del Sistema Principal de 

Histocompatibilidad (SPH). 

Desde 1968 hasta la fecha existen una serie de trabajos en los que se reportan frecuencias de 

anticuerpos antinucleares en familiares de pacientes con escleroderma que fructuan entre un 12 y 58 

% dependiendo del sustrato que se utiliza en la determinación (tabla 1). 

Existen 2 trabajos en 1975 y 1988 (73,76) en los que se reporta un incremento en la ruptura 

de cromosomas en pacientes con escleroderma, otro en 1976 (38) reporta este aumento en familiares 

de pacientes y finalmente en 1981 (71) se encuentra un aumento en el intercambio de cromátides 

hermanas en pacientes con escleroderma (tabla 2). 

La participación de antigenos de SPH en Ja susceptibilidad para producir fibrosis al contacto 

con el cloruro de vinilo se estudió en 165 sujetos expuestos a este producto quimico ( 1 IO sanos y 55 

afectados). De los 55 sujetos susceptibles 16 presentaron un mismo antigeno del SPH mientras que 

de los sujetos sanos sólo 1 tuvo este mismo antigeno ( 18). 

Los estudios de asociación de la enfermedad con antigenos del SPH se trataran con más detalle 

a continuación. 
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Tabla 1. Anticuerpos antinucleares en familiares 
de pacientes con Escleroderma. 

Autor Hallazgo 

Fennelf 1962. 58 % (29 de 50) 

Rothfield 1968. 12 % (10 de 83) 

Tuffanelfl 1969. 18 % (7 de 40) 

Soppl 1982. 50 % (3 de 6) 

Takehara 1985. 17 % (6 de 35) 

Maddlson 1986. 27 % (58 de 217) 

McGregor 1988. 57 % (8 de 14) 

Tabla 2. Ruptura de cromosomas e intercambio 
de cromatides hermanas en escleroderma. 

=====~ 

Autor Hallazgos 

Pan 1975 RC aumentado en 63 pac. 

Emerlt 1976 RC aumentado en 21 fam. 

Sherer 1981 FJCH aumentado en 3 pac. 

Palmer 1986 FICH normal en 63 pac. y 
31 fámiliares. 

Rittner 1988 RC aumentada en 27 pac. 

RC • Ruptura de Cromosomas. 
FICH• Intercambio de cromatldes hermanas. 
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Los resultados de los estudios inmunogenéticos _efectuados en diferentes paises, son muy 

heterogéneos, habiéndose reportado asociaciones con antígenos de clase 1, clase II y clase III (tabla 

3). 

También cabe señalar que dicha heterogeneidad está muy influenciada por el componente 

étnico de Jos pacientes, de tal suerte que los antígenos que están asociados con la enfermedad en un 

grupo, no lo están necesariamente en otro, existiendo a su vez trabajos que no comprueban ninguna 

aso.;;iación (tabla 4). 

De los antígenos presentados en la tabla 3 los que parecen tener mayor relevancia son los 

pertenecientes a los genes clase II y clase III. 

Tabla 3.Antígenos del SPH asociados a Escleroderma. 

CLASE 1 

Locus A: 
Aw24 
A9 

Locus 8: 
827 
88 

CLASE 11 

Locus DR: 
DR3 
DR1 
DR5 
DRw11 
DRw8 

CLASE 111 

Locus C4: 
C4AQO 
C48QO 

(Tomado de 10,21,30,39,42,47,50,56,57,58,64,71,93) 
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Tabla 4. Reportes que no comprueban asociación del 
HLA con Ja escleroderma. 

Autor Sujetos de Estudio 

Crouzet J. 197 5. (Francia). 49 Pacientes 
152 Controles 

Birnbaum N.S. 1977. (USA). 106 Pacientes 
208 Controles 

Majsky A. 1979. (Checoslovaquia). 58 Pacientes 
301 Controles 

Giordano M. 1979. (Italia). 40 Pacientes 
30 Controles 

Niks M. 1982. (Checoslovaquia). 45 Pacientes 
115 Controles 

Clase JI (tabla 5). 

En 1982 Linch C.J.(60) en Estados Unidos reporto un estudio que incluia 145 pacientes con 

escleroderma de los cuales 79 1enian la forma difusa de la enfermedad y los comparó con un grupo 

de 95 sujetos control. El encontro asociacion significativa con el HLA-DRI (p<0.005) en los pacientes 

en general y, al dividirlos por subtipo clínico, en Jos de la forma difusa (p=0.005). 

En 1981 Germain 8.F. (USAJ(41) y Kallenberg (Inglaterra) (52) independientemente 

encontraron asociacione; con el HLA-DR3. Germain estudio 14 pacientes con síndrome de CREST 

y los comparo con 45 sujetos control (p<0.005) y Kallenberg revisó 27 pacientes comparados con 123 

controles (p<0.0008). 

El antigeno HLA-DR5 se reporto asociado a la enfermedad en 1981 por Gladman (Canada) 

(44) y en 1987 por Luderschmidt (Alemania) (59). Gladman estudió a 34 paciente; y los comparó con 

180 controles (p<0.0001), Luderschmidt por su parte estudió 136 pacientes comparados con 4000 

controles (p<0.003). 
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Recient.emé~te Dunckle.y (1989) (35) en Australia utilizando análisis de RFLPs (Fragmentos 

de Restricción Polimorficos) reportó la participación del DRwl 1 que es un subtipo de DR5, en 41 

pacientes con escleroderma de los cuales 21 tenían CREST y 20 la forma difusa. 

Barnett A.J. (12) también en Australia reporta en 1989 la participación del DRw8 en un grupo 

de 46 pacientes, 27 con la forma limitada y 19 con la difusa. 

Tabla 5. Participación de antígenos clase 11. 

HLA Sujetos Estadística Autor 
DR1 145 Pacientes p<0.005 pC<0.05 Lynch C.J. 

79 Difusa p<0.005 pC<0.05 1982 (USA) 
95 Controles 

DR3 14 CREST p<0.005 pC<0.03 Germain B.T 
45 Controles 1981 (USA) 

DR3 27 Pacientes p<0.001 pC<0.03 Kallenberg C.G 
123 Controles 1981 (INGLA) 

DR5 34 Pacientes p<0.0001 pC<0.003 Gladman D.D. 
180 Controles 1981 (CAN) 

DR5 136 Pacientes p<0.003 pC = 0.03 Luderschmidt 
4000 Controles 1987 (ALEM) 

DRw11 41 Pacientes p<0.0001 pC<0.001 Dunckley H. 
21 CREST p<0.0005 pC<O.O 1 1989 (AUSTRA 
20 Difusa p<0.0005 pC<O.O 1 LIA) 
62 Controles 

DRw8 46 Pacientes p<0.0001 Barnett A.J. 
27 Limitada p<0.0001 1989 (AUSTRA 
19 Difusa p<0.005 LIA) 

201 Controles 
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Clase llI (tabla 6): 

La participacion de estas moléculas ha sido poco estudiada en esta enfermedad existiendo en 

la literatura unos cuantos trabajos como los realizados por Mollenhauer (66) en Alemania en 1984 en 

el que estudiaron a 17 pacientes y 144 controles; él encontro un aumento significativo de los 

homocigotos para los alelos nulos en C4B (C4BQOQO)(p<0.00I). 

Black en Inglaterra en 1985 reporto la asociación con alelos nulos de C4A en 22 pacientes 

(p=0.002) y finalmente Briggs (23) tambien en Inglaterra en 1986 comprobo esta asociación en 25 

pacientes con escleroderma (p<0.0001 ). 

Anti geno 

C48QOQO 

C4AQO 

C4AQO 

Tabla 6. Participación de moléculas clase 111 
en pacientes con escleroderma. 

Sujetos Estadistica Autor 

17 Pacientes p<0.001 Mollenhauert, E. 
144 Controles 1984 (ALEMAN). 

22 Pacientes p•0.002 Black, C.M. 
100 Controles 1985 (INGLA). 

25 Pacientes p<0.0001 Briggs, D.C. 
42 Controles 1986 (INGLA): 
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Una vez realizados los estudios de asociación de los antígenos del HLA con la enfermedad, 

algunos investigadores se han dado a la busqueda de asociaciones más que con la enfermedad, con 

caracteristicas propias de ella como son la ruptura de cromosomas, la presencia de autoanticuerpos y 

la respuesta inmune celular ó humoral alterada. 

RUPTURA DE CROMOSOMAS Y HLA. 

A este respecto sólo hay un trabajo reportado en 1988 (76) , en el que se estudiaron 28 

pacientes con escleroderma y a sus familiares. De los pacientes, 27 tuvieron un aumento en la ruptura 

de cromosomas y de las familias en 9 de ellas la ruptura segregó como un marcador dominante, en 6 

de éstas la ruptura estuvo en desequilibrio de ligamiento con el haplotipo Al ,Cw7,B8,DR3,SCOJ. 

AUTOANT/CUERPOS Y HLA. 

La frecuencia de los anticuerpos antinucleares en el suero de los pacientes con escleroderma 

varia entre el 40 y el 98 % dependiendo del sustrato usado para su determinación. En años recientes 

se han identificado dos anticuerpos con relativa especificidad para escleroderma: anti-Scl70 y 

anticentrómero. El anti-Scl70 es el rn:is frecuente en pacientes con la forma difusa de la enfermedad, 

mientras que los anticentrómero son frecuentemente asociados con el síndrome de CREST (93). 

Recientes estudios han mostrado que el anti-Scl70 es un anticuerpo anti-topoisomerasa l (70). 
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Una vez definidos estos anticuerpos se ha tratado de asoCiar su p~esencia con algunos antígenos 

del SPH. Por ejemplo, destaca la asociación de los anticuerpos anticentrómero con el HLA-DR 1 y los 

anti-Scl70 con el HLA-DRS (58,84). En el cuadro 7 se presenta el trabajo realizado por Steen y 

colaboradores en una población caucásica en el que se enfatizan tales asociaciones. 

Tabla 7. Relación de autoanticuerpos con el HLA. 

DR1(+) DR5(+) 

AAC(+) n•43 30 • 30 

Scl-70 n•52 8 58 • 

AAC(-) 
Scl-70(-) n•111 19 20 

Con t. n•95 12 31 

• p<O.O 1 Steen V.D. 
AAC• Anti-Centrómero 1988 (USA). 
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11'. H!POTESIS. 

Que existe un haplotipo del sistema principal de histocompatibilidad más frecuente en sujetos 

afectados por escleroderma que en los sujetos normales. 

V. OBJETIVOS. 

1.- La tipificación de las moléculas clase 1 (HLA-A, -B y -C) y clase 11 (HLA-DR y -DQ) 

del sistema principal de histocompatibilidad en 50 sujetos con escleroderma. 

2.- La tipificación las moléculas clase lII (C2, C4 y factor B) ~n estos mismos sujetos. 

3.- Tipificar todos estos marcadores en los familiares consanguineos en primer grado del 

mismo grupo de enfermos. 
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VI. MATERIALES Y METODOS 

MUESTRA. 

El estudio incluye 4 1 familias mexicanas (personas emparentada en primer grado: padres, 

hermanos y/o hijos, residentes en la República Mexicana con al menos tres generaciones nacidas en 

México según información proporcionada por Jos familiares) con al menos J caso indice (CI) 

(Individuo mayor de 18 años, seguido en el departamento de inmunología y reumatología de el 

Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubir:Ín"), que llena los criterios de la American 

Rheumatism Association para escleroderma. De las 41 familias, se tipificaron a 41pacientesyJ13 

familiares sanos teniendo un total de 82 haplotipos enfermos (heredados por el paciente) y 51 

haplotipos sanos (no heredados por el paciente y si por sus familiares no enfermos). De Jos 41 

pacientes, 22 presentaron escleroderma difusa (44 haplotipos), 11 el síndrome de CREST (22 

haplotipos), 5 escleroderma localizada (10 haplotipos) y solo 3 el síndrome de Reynolds (6 haplotipos). 

El diseño experimental de este estudio es transversal, observacional, y analítico/descriptivo. Como 

grupo testigo de comparación se utilizaron los datos de 50 familias control de sujetos no relacionados 

de los cuales se obtuvieron 200 haplotipos. 

T!PIFICACION DE MOLECULAS CLASE 1Y11. 

A.- MATERIALES Y EQUIPO. 

Jeringas estériles. 

Agujas estériles. 

Pipetas graduadas ( 1,2,5, 10,50 mi). 

Pipetas Pasteur. 
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Jeringa Hamilton de disparo constante (1 ul). 

Jeringa muHiple Hamilton de disparo constante (5 ul). 

Jeringa rnuHiple Hamilton de disparo constante ( 1 ul). 

Tubos Falcan de 50 mi. 

Tubos de vidrio, 13XIOO mi. 

Tubos Fisher. 

Cajas Petri. 

Camára de Neubauer. 

Balanza analítica. 

Microplacas para rnicrolinfotoxicidad, Nunc. 

Vonex. 

Centrifuga refrigerada CU-5000 Damon/JEC Devision. 

Centrifuga Fisher. 

Microscopio Invertido de Contraste de fases (Zeizz). 

Microscopio Óptico. 

Negatoscopio. 

B. REACTIVOS. 

1.- Heparina. 

Se utiliza como anticoagulante, (1000 Ul/ml) un volumen de 100 UI por cada 10 mi de sangre. 

2.- Medio RPMI 1640. 

Medir 950 mi de agua desionizada en un matraz de Erlenmeyer, añadir el contenido de un sobre 

del medio al agua, agitar, añadir 2g de bicarbonato de sodio. agregar los 50 mi restantes de agua 
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des ionizada. Ajustar el pH 0.2 a 0.3 unidades por arriba del pH deseado (7.35). Usar NaOH o KCI 1 N 

para ajustar.Esterilizar por milliporo de 0.22 micras. Guardar a 4 C°. 

3.- Ficoll-Hypaque. 

Ficoll 9% en agua destilada 12 partes. 

Hypaque 34% en agua destilada 5 partes (Winthrop). 

La densidad de la mezcla deberá ser de 1.076-1.078. 

4.- Solución amortiguadora salina de Fosfatos (PBS). 

NaCI 15.3 g. 

Na2HP04 7.6 g. 

KH2P04 0.125 g. 

Agua destilada hasta 2 lts. 

Llevar hasta pH 7.4 con HCI 6N. 

5.- Complemento. 

Obtenido comercialmente de Pel-Freez.(N. D.eerbrook Tr. Brown Deer. WJ) 

6.- Fibra de Nylon-Lana. 

Se utiliza Nylon de Travenol laboratorios, si no se cuenta con este material se emplea fibra de nylon 

"celanese" y se trata: 

l. Se la va la fibra con HC 1 1 N 3 veces. 

2. Se elemina el HC 1 con agua destilada. 

3. Se lava 3 veces con Na OH 1 N. 

4. Se lava el exceso de alcali con agua destilada. 

5. Se confirma el pH hasta que el Último lavado sea igual al del agua. 
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6. Se pone a secar extendida en la estufa a 37 ºC. 

Preparación de la columna. 

l. En una caja de petri se peinan 0.3 gr de nylon-lana con pinzas o 

pipeta pasteur. 

2. El nylon-lana se empaca cuidadosamente en una jeringa de 10 mi. 

C. MATERIAL BIOLOGICO. 

l. Veinte mi de sangre venosa heparinizada. 

2. Eritrocitos de carnero al 4% en PBS. 

3. Antisueros de diferentes especificidades anti-HLA obtenidos de difere~nte 

fuentes (C. Six. N. Granville Road, Mequon, \VI y Pel-Freez N. Deerbrook Deer. \VI). 

D. TECNICAS 

a). Separación Je linfocitos por gradiente de Ficoll-Hypaque. 

l. Se toman 20 mi de sangre venosa heparinizada. 

2. Se diluye la sangre con un volumen igual de PBS pH 7.4 

3. Se colocan 15 mi de ficoll hypaque en un tubo de 50 mi de marca falcan y se le agrega la 

dilución de la sangre y el PBS cuidadosamente por las paredes del tubo. 

4. Se centrifuga a 2500 rpm 20 minutos a temperatura ambiente. 

5. Se aspira con pipeta pasteur Ja interfase formada por la capa de mononucleares y se pasa 

a otro tubo. 

6. El paquete de mononucleares se diluye en PBS y se centrifuga a 1000 rpm durante 10 minutos 

para eliminar las plaquetas. 
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7. Se descarta el sobrenadante y el paquete se resuspende en PBS y se_centrifuga a _1000 rpm 

JO minutos. 

8. Se repite el paso 7. 

9. Se descarta el sobrenadante y el paquete se resuspende para ajustar a 5 x 106 i::els/ml. 

JO. Estos linfocitos se pueden utilizar para la tipificación de moléculas clase l. 

b). Purificación de linfocitos T y B. 

Para la purificación de los linfocitos T y B se utilizarón tres técnicas diferentes; las tres 

técnicas con inmunoflorescencia para probar pureza de linfocitos B. 

Técnica de Nylon-Lana. 

1. Los linfocitos previamente purificados y resuspendidos en 2 mi de RPMl+JO% suero bovino fetal 

(SBF) se colocan en la columna de nylon, a la que previamente se ha lavado con 5 mi de RPMl y se 

ha activado con JO mi de RPMI +10% SBF durante 30 min, hasta que todo el liquido penetre en el 

nylon. Inmediatamente después se coloca la columna en posición horizontal. 

2. Se incuba horizontalmente 45 minutos a 37 ºC. 

3. Se coloca Ja columna sobre un tubo marcado para los linfocitos T y se deja escurrir el contenido. 

4. Se le agregan por la jeringa 30 mi de RPMI + 10% SBF. 

5. Se coloca la columna sobre un tubo marcado para los linfocitos B y se le agregan 30 mi de 

RPMl+SBF 10% frio. 

6. Se centrifugan las celulas T y B a 1500 rpm durante JO min y se ajustan a 5 x 106 cels_/ml .. 

NOTA: Al comenzar la separación se debe incubar el RPMl a 4 ºC y a 37 ºC para que al momento 

de usarlo tenga la temperutura deseada. 

Separación de ce lulas B por Limpho-K wik. 

Técnica Comercial. 
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Para la separación de 0.5 a 2x I 06 linfocitos B. 

l. Obtener de 5 a 20 millones de linfocitos totalés a partir de>ficoll-hypaque. 

2. Pasar el botón de linfocitos a un tubo de 1 mi marca fisher y centrifugarlo a 1000 g por un minuto. 

3. Añadir 0.8 mi de reactivo 1 (un anticuerpo monoclonal) y mezclar bien. 

4. Incubar a 37 ºC por una hora en baño maria o incubador y mezclarlo ocasionalmente. 

5. Terminada la incubación adicionar 0.2 de RPMI+SBFIO% y centrifujar 2 minutos a 2000 g. 

6. Descartar el sobrenadante y agregar 0.5 mi de reactivo 2 (fuente de complemento) mezclar bien. 

7. Centrifugar a 2000 g dos minutos. 

8. Retirar el sobrenadante y lavar los linfocitos dos veces con RPMl+IO% SBF, centrifugarlo a 1000 

g un minuto. 

9. Resuspender con 1 mi de medio el botón celular y observar la viabilidad. En caso de presentar 

celulas muertas remover con DNAsa o gradiente de ficoll-hypaque. 

RECOMENDACIONES: Estos reactivos son útiles para purificar los linfocitos 8 de pacientes: 

diabéticos, de Hodgkin, c:Íncer no leucémico y donadores cadavéricos. Su uso no se recomienda en 

células congeladas y muestras de mas de dos días. 

Separación de células T y B mediante la formación de rosetas. 

l. Se utilizan los glóbulos rojos de carnero (GRC) de m:íximo 2 semanas de almacenamiento en 

solución de Alserver's, lavados tres veces con PBS y ajustados al 4% con solución salina. 

2. Los linfocitos ya purificados por ficoll-hypaque y resuspendidos en RPM1+10% SBF a una 

concentración de 5 x 106 cels/ml son colocados en cajas de pe tri e incubados a 37 ºC 

durante 1 hora (para eliminar macrÓfagos). 

3. Posterior a la incubación, con pipeta pasteur se recolecta el medio con células y se enjuaga la caja 

con RPM! y se recolecta en el mismo tubo. 

4. Se centrifugan las células y se concentran a 10 x 106 cels/ml en RPMl+IO% SBF. 
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5. Se le agrega la mitad de su volumen en SBF. 

6. Se agrega GRC en igual proporción que las del volumen inicial de la concentració.n de células. 

7. Se centrifuga en frío a 1200 rpm durante 10 minutos. 

8. Se incuba a 4 ºC durante 12 a 18 horas. 

9. Se mezcla suavemente la suspensión y se deposita un gradiente de ficoll-hypaque (todo a 4 ºC). 

10. Se centrifuga a 2000 rpm 20 minutos. 

11. Se sea el anillo de células B. 

12. Se lava con PBS a 1500 rpm durante 15 minutos. 

13. El botón se resuspende en PBS y se centrifuga 2 veces a 1000 rpm JO minutos. 

ENSAYO DE MICROL!NFOTOXIC!DAD PARA TIPIFICACION DE ANTIGENOS. 

CLASE I Y 11 ( 37,90). 

1. En cada uno de los pozos de las cajas con antisueros se coloca 1 ul de la suspensión de celulas To 

B. 

2. Las cajas con los antisueros para clase 1 se incuban durante 30 minutos y las microplacas para los 

clase 11 60 minutos. 

3. Se agregan 5 ul del complemento de conejo correspondiente para cada molécula (1y11) a cada pozo. 

4. Las microplacas para las moléculas clase 1 se incuban durante 1 hora y las clase 11 se incuban 2 

horas. 

5. Se agregan 2 ul de eosina a cada pozo, y se deja reposar 3 a 5 minutos. 

6. Se agregan 5 ul de formalina (formaldehido al 40% + 0.3 g Na 2HP04 + 0.1 g NaH 2P04). 

7. Se lee en microscopio invertido, se cuenta el numero de célula vivas y muertas y los resultados se 

informan de acuerdo a la siguiente relación: 
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% de mortalidad Número 

O al JO 

11 - 20 2 

21 - 40 4 

41 - 80 6 

81 - 100 8 

T/P!FICACION DE LAS MOLECULAS CLASE 111. 

FACTOR B (FB) DE LA VIA AL TERNA DEL COMPLEMENTO. 

El polimorfismo del factor B se determina mediante la técnica de electroforesis de alto voltaje 

en gel de agarosa, e inmunofijación de las bandas de proteinas mediante anticuerpo específico (5,6). 

A. Equipo. 

1. Cámara Deluxe para electroforesis Gelman Science. 

2. Fuente de Poder Deluxe Gelman Science. 

3. Bomba de agua circulante Thomas Scientific. 

4. Centrífuga CU-5000 Damon/ JEC Devision. 

5. Balanza analitica Sartorius. 

6. Agitador magnético con platina de calentamiento. 
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B. Material. 

l. Rectangulo de película de plástico de 10 x 20 cms (Gel Bond Film Marine Callods. Maine 

USA). 

2. Placas de vidrio de 10 x 20 cms. 

3. Marcos de plástico en forma de "U" de 1 mm de espesor. 

4. Papel filtro tipo Whatman No. l. 

5. Aplicador de muestras. 

6. Micropipetas de 15 y 25 ul. 

7. Sujetadores. 

C. Reactivos. 

l. Amortiguador de barbital y lactato de calcio O.OS M pH 8.6 . 

2. Agarosa Sea-Kem Maine USA al 1 % en amortiguador de ba1 bita! 

3. Solución salina al 0.85%. 

4. Glicerol. 

S. Solución de azul de Coomassie al 2.5% (en una solución 45% metano!, 10% ácido acético 

en agua). 

6. Solución decolorante (metano! al 50% en agua destilada más Ja quinta parte del volumen total de 

ácido acético). 

D. Material Biologico. 

l. Plasma obtenido con EDTA de 5 mi de sangre. 

2. Alicuota de hemoglobina humana normal. 

3. Anticuerpo anti-factor B. Atlantic Antibodies. Scarborough, Mo USA). 
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E. Técnica. 

l. Preparacion del gel. 

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una capa de glicerol, inmediatamente 

colocar la película de pl:istico y presionar para sacar las burbujas de aire. Posteriormente colocar el 

marco de plástico en forma de "U" el cual, se fija a la placa mediante Jos sujetadores, una vez 

lisia la cámara se vacia la solucion de agarosa caliente y se deja solidificar. Ya que se solidifica el gel, 

se quitan los sujetadores y el marco de plástico, se seca con papel filtro la zona donde se aplicaran las 

muestras. 

2. Aplicacion de las muestras. 

Con papel filtro Whatman No. 1 se seca aproximadamente 3 cm del final del gel (a través de 

todo el gel) donde se aplican las muestras (Cátodo). Repetir el proceso dos veces. Sobre el :irea seca 

se coloca un aplicador plástico que tiene perforaciones rectangulares para aplicar las muestras 

(MASK). En la primera perforacion se colocan aproximadamente 10 ul de hemoglobina A que sirve 

como indicador visual y en las demás se coloca el mismo volumen de cada muestra (12 muestras). Se 

espera hasta que las muestras se hayan absorbido en el gel (aproximadamente 15 min). Se quita el 

exceso de muestra que no penetro con papel Whatman No. 1 y se retira el aplicador de plástico. 

3. Corrimiento de las muestras. 

Las placas se colocan sobre bases enfriadas por agua circulante entre 6 y 1 O ºC pJra evitar el 

sobrecalentamiento de la agarosa. El contacto entre el gel y el amortiguador electrodo se realiza 

mediante una mecha constituida por 4 hojas de papel filtro Whatman No. l (del mismo ancho que la 

placa del gel) perfectamente humedecida en el amortiguador. Una de las puntas de la mecha se coloca 

atras de las muestras y la otra a un cm del final del gel, entre las dos mechas debe haber una distancia 

de 6.5 cm. 
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La superficie del gel se cubre con ún vidrio para prevenir desecamiento y la electroforesis se 

lleva a cabo a 350 V (75 mA) hasta que la ·hemoglobina haya migrado hasta la segunda mecha 

(alrededor de 3 horas). 

4, lnmunoprecipitación. 

Las bandas del factor B migran en una zona de 3 a 6.5 cm del origen. En esta zona debe 

aplicarse el antisuero especifico anti-fB humano. 

Se incuba el gel durante 1-2 hrs a temperatura ambiente en una camara húmeda horizontal. 

Se enjuaga posteriormente el gel con agua destilada y se cubre completamente la superficie 

con papel Whatman, el cual ha sido humedecido con agua destilada. Esto se cubre ahora con 

aproximadamente 12 hojas de papel secante tipo toalla. Se coloca encima una placa de vidrio y un peso 

de aproximadamente 4 kilogramos. 

Se remueve después de JO min y se quita el peso y el papel. Posteriormente el gel se enjuaga 

durante toda la noche en un litro de solución salina para remover restos de proteínas inespecificas. 

calor. 

Enseguida, el gel se lava en agua destilada durante 20min , se seca al aire libre o aplicando 

Se tiñe la placa con solucion de azul de coomassie durante 10 min. 

Se destiñe la placa con la solución decolorante hasta obten"r el mejor contraste. 

Se deja secar el exceso de metano! a temperatura ambiente. 

Se lee la placa. Las variantes electroforéticas obtenidas se muestran en la figura 5. 
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TIPIFICACION DEL FACTOR C4 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO 

El cuarto componente del complemento C4 es codificado por dos loci cercanamente unidos 

entre si y localizados entre los Joci HLA-B y HLA-D en el brazo corto del cromosoma 6 humano. La 

electroforesis seguida de inmunoprecipitación y tinción de muestras de plasma, previamente tratadas 

con neuraminidasa de clostridium oerfringes para eliminar el ácido siálico, revela que ambos loci de 

C4 (C4A y C4B) son altamente polimórficos. 

TECNICA. 

l. Desialización. 

Diez ul de la muestra se mezclan con 2 ul de neuraminidasa y se colocan en un sistema de 

diálisis continua durante 18 horas a 4 •c. 

2. Preparación del gel. 

Se cubre una placa de vidrio de 26 cm x 12.5 cm con una solución de agarosa al 0.5% en agua 

destilada, se deja secar. 

Se forma un molde colocando encima de la placa anterior una segunda placa de plástico 

siliconizado de 1 mm de espesor, se mantienen juntas las placas mediante clips metalices. 

Se prepara una solución de agarosa al O. 75% en una mezcla de 60 mi de agua desionizada, 35 

mi de buffer para C4 y 5 mi de EDTA 0.2 M. 

Se vierte la solución de agarosa de corrimiento para C4 aún caliente dentro del molde y se deja 

solidificar, se sella perfectamente el molde con envoltura de plástico y se almacena en refrigeración 

hasta su uso. 
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3. Aplicac.ión de la muestra. 

Se reduce el.exceso de agua del gel de corrimiento colocando. 2 .. vec:és sobre el una tira de 5 cm 

de ancho de papel filtro Whatman No. l. 

Se coloca el aplicador plástico para muestras (MASK), de tal forma que las muestras queden 

a unos 2 cm del extremo final del gel. 

Se colocan de 7 a JO ul de muestras dializadas en cada ranura del aplicador. 

Se coloca una muestra de HbS al principio como marcador visual. 

Una vez que las muestras se han adsorbido en el gel, se retira el aplicador. 

4. Corrimiento electroforético. 

Se coloca la placa con el gel en el equipo de electroforesis, con las muestras en el cátodo. 

Se utilizan 5 hojas de papel Whatman No. J (del tamaño de la placa del gel) y se colocan en 

el amortiguador de corrimiento; lo mismo se hace en el ánodo, quedando entre las dos mechas una 

distancia de 10.5 cm. 

Se cubre la placa para evitar la desecación y se ajusta la fuente de poder a una corriente 

constante de 65 mA (300-350 volts) y se deja correr hasta que el marcador de la HbS ha alcanzado el 

extremo opuesto (4-5 horas). 

5. lnmunoprecipitación. 

Se agregan 0.5 mi de anticuerpo anti-C4 humano en una area de aproximadamente 5 cm en 

el centro del gel. 

Se incuba el gel durante 1-2 horas en una cámara húmeda . 

. se enjuaga el gel cuidadosamente bajo un chorro de agua. 

Se cubre el gel con una hoja de papel Whatman No. J humedecido con agua destilada, seguido 

de 10 hojas de papel absorbente tipo toalla y una placa de vidrio o plástico. Se coloca encima un peso 

de 4 kilogramos y se deja asi durante 1 O min. 
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Se enjuaga el gel en solución salina dura.nte ·tod~ la noche y post.eriormente se lava con agua 

corriente durante 20 min. 
. ~. 

Se seca el gel y se tiñe con una sotudón de.azul de ·coomasie. Las bandas obtenidas se observan 

en la figura 7. 

TIPIFICACION DEL FACTOR C2 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO. 

El polimorfismo del segundo componente del complemento puede ser detectado después de 

isoelectroenfoque de muestras de plasma o suero en un gel de acrilamida seguido por la aplicación de 

un recubrimiento hemolítico funcional. La lisis del complemento ocurre en el sitio que contiene 

eritrocitos de carnero sensibilizados y todos los componentes del complemento, excepto C2, esa será 

la posición de la proteina (57). Las bandas polimorficas de este componente del complemento son 

mostradas en la figura 6. 

TECNICA. 

l. Preparación de la solución de eritrocitos de carnero sensibilizados. 

Se toman 20 mi de eritrocitos de carnero al 10%. 

Se lavan 4 veces con solucion de VBS-EDTA O.O 1 M a 2000 rpm durante 1 O min. 

Se lavan 4 veces a 2000 rpm durante 10 min con solución de GVB (agarosa-VBS). 

Se resuspende el paquete celular con GVB (1 parte de celulas a 10 partes con GBV). 

En una celda de espectrofotómetro se adicionan 0.1 mi de la suspensión celular y 2.4 mi de agua 

destilada. 
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Se ajusta a cero con un blanco de agua destilada. 

Se lee la concentración de hemoglobina a una longitud de onda de 541 nm. 

Cuando Ja absorción es de 0.420, la concentración celular es de Jxl06 celulas/ml. El rango de 

aceptación para la concentración es de 0.40-0.43 nm para llegar a la concentración requerida se utiliza 

la siguiente formula: 

Lectura obtenida X volumen de la 

suspención celular 

0.420 

Volumen al que 

se debe llevar 

Se incuba 15 mina temperatura ambiente. Los eritrocitos sensibilizados se gurdan a 4 ºC. 

2. Preparación del gel. 

Se coloca sobre un vidrio de 20.5cm x 15 cm, un marco de plastico sil iconizado de 1 mm de 

espesor y 0.5 cm de ancho (el marco cubre 3 lados). Encima de este Último se coloca una placa de 

plástico siliconizado de J:is mismas dimensiones del vidrio. Se mantienen las placas juntas con clips 

metálicos, de tal forma que se obtine una cámara de J mm de espesor, con un extremo abierto. 

Para hacer el gel se combina solución stock de acrilamida 26.5 mi, anfolina 1.5 mi, y solución 

de ribofla1•ina 7 mi. 

Se vacía la mezcla con la ayuda de una pipeta de boca ancha y se deja polimerizar el gel bajo 

una lampara de luz fluorescente durante una hora. 

Se enfoca el gel durante 18 horas, o hasta que la corriente haya caído a 2 mA/gel. 
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3. Ensayo hemolítico funcional. 

Después del electroenfoque, se enjuaga el gel en una solución de yoduros durante 30 min a 

temperatura ambiente. 

Se "acia la solución de yoduro y se enjuaga el gel en la solución de YBS-Ca , Mg. 

Después de enjuagar la placa con el gel, se coloca un marco de 2mm de espesor y un vidrio 

de 20.5 cm x 15 cm y se fija con clips. 

Se hace la siguiente mezcla y se vacía en la camara anterior. 

Solución YBS Ca Mg 7.5 mi, agarosa al 2% 7.5 mi, solucion de eritrocitos sensibilizados 0.75 

mi, suero deficiente en C2 0.2 mi. 

Se incuba el gel durante 1 hora a 4 ºC y después a 37 ·e (durante 2 a 4 horas) hasta que las 

bandas de lisis aparezcan. 

Se obtiene solamente la capa de eritrocitos y se lava en una solucion que contiene 300 mi de 

PBS y 3 mi de glutaraldehido. Se enjuaga 30 min Se deja secar a temperatura ambiente. Los patrones 

obtenidos se muestran en la fig. 6. 

ANALISIS ESTADISTICO: 

El diseño del estudio es transversal (es decir la tipificacion del HLA clase 1,11 y lll es Única), 

prospectivo (la lectura o recopilacon de los datos o va-iables se hizó prospectivamente), observacional 

(se observo la estructura genética en el sistema HLA, no se introduce ninguna maniobra experimental) 

y analítico/descriptivo (se busca asociacion o relacion de causalidad entre herencia y patología y 

describe los haplotipos que luego se analizan), comparativo por que contrastan en una misma familia 

afectados, portadores y sanos (en relaciona haplotipo) y los pacientes con la población general. 

Para el anal is is estadístico se usaron las pruebas de - X2 (31 ). 
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La comparacion entre dos grupos de estudio en función de dos características independientes, 

se efectua generalmente mediante tablas de contigenciu de 2 x 2. 

Para poder establecer la probabilidad de que ambos grupos difieran uno del otro en forma 

significativa, y que su variación no haya sido solo debida al azar, la tabla de 2 x 2 se evalua mediante 

la prueba estadística X 2• 

(ad - bc)2 N 

x2 

(a+b) (c+d) (a+c) (b+d) 

Si el valor obtenido de la prueba de X2 implica un valor de "p" menor a 0.05, la hipótesis nula 

que dio lugar a la comparación se rechaza. Un valor de p < 0.05 significa que en menos de 1 en 20 

casos se cometen errores al rechazar la hipótesis nula. 

El valor de "p" se obtiene al interpolar en tablas de distribución X 2 el valor numerico de X 2 

en función de los grados de libertad de la prueba. Para todas las tablas de contigencia de 2 x 2 se 

considera un grado de libertad. Si las cifras esperadas en a, b, c ó d fueran menores a 5, la prueba de 

X2 deja de tener validez y se debe utilizar en este caso la prueba exacta de Fisher que nos da 

directamente el valor de "p". 

(a+b)! (c+d)! (a+c)! (b+d)! 

a! b! e! d! N! 

El valor de p fue corregido utilizando la formula de Yates que le da mas fuerza a la 

comparación 
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[(ad-cb)-0.5]2 N 

a b c d.N 

Se calculó el riesgo relativo (RR) para cada antigeno estudiado. 

a e 

RR = -----

b d 
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VII. RESULTADOS 

Se tipificaron 41 familias que incluyeron a 41 pacientes con escleroderma definida según los 

criterios de la ARA y 1J3 familiares en primer grado, de estos finalmente se obtuvieron 82 haplotipos 

enfermos (portados por los pacientes) y S 1 haplotipos sanos (no presentes en los pacientes). En las 

figuras 8 y 9 se muestran 2 árboles genealógicos de familias tipificadas. Como grupo control se 

tipificaron a SO familias de sujetos sanos de las cuales se obtuvieron 200 haplotipos. De los 41 

pacientes 36 (87.8%) fueron mujeres y S (12.1%) fueron hombres. 

Debido a lo anterior se contó con tres grupos de estudio: pacientes, familiares y controles,los 

cuales fueron comparados entre si por la prueba de chi-cuadrad3 (X 2 ). 

Dada la heterogeneidad clínica de la enfermedad el primer análisis se realizó considerando a 

todos los pacientes como un solo grupo sin tomar en cuenta el subtipo clínico al que pertenecian. La 

frecuencia del HLA-DRS, estuvo aumentada de manera significativa en los pacientes comparada con 

los controles de la población normal mexicana segun se muestra en la tabla 10. Además hubo un 

incremento significativo en cuanto a su frecuencia del complotipo FCJ I y del alelo C4B* l (tablas JO 

y l 1). De la misma forma Ja frecuencia de los alelos HLA-Bl6 y HLA-DR8 se encontro disminuida 

(tablas 9 y J 0). De los otros alelos el HLA-A 19 mostró una frecuencia disminuida pero no significativa 

al compararse con Jos controles (tabla 8). El resto de Jos alelos del HLA-A, -B, -C, -DR y 

complotipos mostraron una frecuencia igual a la de la población normal mexicana. 
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Figura 8 

Escleroderma Difusa 
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• Haplotipos portados por los pacientes. 

Haplotipos: 

• a) A10,B15,DR3,DQw1,DRw52,SC01 

b) A2 ,B53,DR6,DQw1,DRw52,SC31 

e) A 11,B40,DR4,DQw3,DRw53,SC31 

• d) A 19,B18,DR3,DQw1,DRw52,SC31 

el A28,B35,DR8,DQw1,DRw53,FC31 

f) A11,85 ,DR7,DQw3,DRw52,FC31 
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Figura 9 
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• Haplotipos portados por los pacientes. 

Síndrome de CREST 

Haplotipos: 

a) A9 ,B17,DR7,DQw3,DRw53,SC61 

• b) A2 ,835,DR5,DQw1,DRw53,SC31 

• e) A28,B53,DR5,DQw3,DRw52,SC30 

d) A 19,835,DR2,DQw3,DRw53,FC31 



A1 
A2 
A3 
A9 
A10 
A19 

Tabla 8. Comparaciones estre pacientes y controles 
Locus A 

~~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~ 

Frecuencia Genica Significado Estadístico 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

(n•82) (n•200) .¡ p pC# AR 

0.146 0.072 3.42 0.064 0.103 2.11 
0.304 0.276 0.26 0.613 0.718 1.16 
0.085 0.063 0.37 0.540 0.726 1.34 
0.109 0.163 1.40 0.236 0.317 0.62 
0.073 0.056 0.34 0.560 0.759 1.36 
0.097 0.197 4.32 0.037. 0.056 0.43 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 

87 
814 
816 
817 
835 
853 

Tabla 9. Comparaciones entre pacientes y controles 
Locus B 

Frecuencia Génica Significado Estadístico 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

(n•82) (n• 200) X 
2 

pC# p 

0.024 0.056 1.24 0.265 0.423 
0.085 0.061 0.60 0.440 0.609 
0.048 0.154 6.04 0.014• 0.023•• 
0.060 0.026 2.20 0.137 0.258 
0.182 0.142 0.83 0.362 0.466 
0.036 0.010 2.36 0.124 0.298 

=-==="'-=:.o:;.o;-_--·----- --,---=='-·-'--=·c;o=-= 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 
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0.43 
1.46 
0.28 
2.53 
1.38 
3.76 



Tabla 10.Comparaciones entre pacientes y controles 

=c~~~==---'=2~-~-~~-Y-~~~r;}.~tipos 
Frecuencia Génica 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

Significado Estadistica 

Locus DA (n•82) (n•200) x2 p pC# 

DA1 0.134 0.092 1.23 0.267 0.372 
DR2 0.047 0.126 3.66 0.055 0.089 
DR4 0.166 0.253 3.08 0.079 0.109 
DR5 0.231 0.103 7.67 0.005. 0.009 •• 
DR7 0.097 0.092 0.04 0.842 0.978 
DAS 0.035 0.161 8.15 0.004. 0.007 •• 

Complotlpo 

SC31 0.451 0.402 0.63 0.427 0.509 
SC11 0.012 0.023 0.46 0.498 0.824 
FC31 0.146 0.040 9.98 0.001. 0.003 •• 
SC21 0.060 0.046 0.31 0.574 0.795 
SC42 0.085 0.115 0.54 0.463 0.602 
~-------------

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 

Tabla 11.Comparaciones entre pacientes y controles 
Locus C4 y Factor B 

AR 

1.57 
0.36 
0.55 
2.57 
1.09 
0.20 

1.23 
0.48 
4.11 
1.38 
0.72 

o=:------'=':===---"'~.::o=--=...::---=.=-~-==-~:.. ---~.;:o= ~---=-_::._== 

Frecuencia Génica Significado Estadistica 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

Locus C4A (n•82) (n•200) x2 p pC# AR 

o 0.109 0.151 0.79 0.373 0.484 0.70 
1 0.012 0.010 0.03 0.870 0.634 1.22 
2 0.085 0.050 1.28 0.257 0.391 1.77 
3 0.670 0.600 1.24 0.266 0.328 1.36 
4 0.085 0.115 0.54 0.463 0.602 0.72 

Locus C48 
o 0.060 0.118 2.20 0.138 0.205 0.48 
1 0.829 0.665 7.57 0.005• 0.008 •• 2.45 
2 0.097 0.143 1.15 0.283 0.380 0.64 

Locus fB 
s 0.792 0.765 0.25 0.514 0.728 1.17 
F 0.195 0.147 1.09 0.295 0.367 1.43 

- --=-="==---==-·--====--= 
# p Corregida por Yates 

p Significativa. p Significativa después de corregir 
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Al hacer la compa~racion entre familiares y controles se encontraron aumentadas las frecuencias 

del HLA-B53, -BI 7, -DR3 y significativamente el -DR7, además del C4A *3, C4B*J, el complotipo 

FC3 I y el segmento DR6,SC3 J (tabla 22). De la misma manera las frecuencias del HLA-B J 6 y el 

HLA-DR8 estuvieron disminuidas (tablas 12-16). 

Las comparaciones entre pacientes y familiares deja ver la importancia de 2 antígenos que son 

el HLA-DR5 cuya frecuencia estuvo aumentada en los pacientes y el HLA-DR 7 con frecuencia 

aumentada en los familiares ya que en cuanto a los demás alelos todos parecen presentar una 

frecuencia semejante en estos dos grupos (tablas 17-21) a la de Ja poblacion normal mexicana. 

Debido a que existe más de un anligeno de este sistema asociado a la enfermedad procedimos 

a realizar el análisis considerando pares de alelos y como se observa <·n la tabla 22 la frecuencia del 

segmento B35,DR5 se encuentra aumentada significativamente en los pacientes al comparar con los 

controles, por su parte las frecuencias de los segmentos B35,DR4 y DR2,SC3 I estuvieron disminuidas 

en este mismo grupo. Por otro lado, en el grupo de familiares se encontraron aumentados 

marginalmente cuatro de estos pares de alelos. 
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Tabla 12. Comparación entre familiares y controles 
Locus A 

Frecuencia Génica Significado Estadistica 

Familiares Controles 
Cromosomas 

(n• 51) (n•200) x2 p pC# 

0.078 0.072 0.01 0.934 0.830 
0.392 0.276 2.66 0.102 0.144 
0.019 0.063 1.59 0.207 0.358 
0.137 0.163 0.23 0.628 0.787 

A1 
A2 
A3 
A9 
A19 
A28 

0.078 0.197 4.15 0.041. 0.066 
0.078 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

0.122 

p Significativa después de corregir. 

0.71 0.399 

Tabla 13. Comparación entre familiares 
Locus B 

0.553 

y controles 

Frecuencia Génica Significado Estadistica 

Familiares Controles 
Cromosomas 

(n• 51) 

65 0.095 
68 0.058 
814 0.058 
816 0.039 
617 0.098 
853 0.036 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

(n•200) 

0.092 
0.030 
0.061 
0.154 
0.026 
0.010 

x2 
0.03 
0.98 
0.00 
4.77 
5.67 
8.16 

p Significativa después de corregir. 
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p pC# 

0.859 0.924 
0.323 0.571 
0.974 0.764 
0.028. 0.050•• 
0.017. 0.047•• 
0.004. 0.019 .. 

RR 

1.05 
1.70 
0.29 
0.81 
0.34 
0.62 

RR 

1.10 
2.02 
0.98 
0.22 
4.24 
8.43 



Tabla 14. Comparación entre familiares y controles 
Locus DR 

Frecuencia Génica Significado Estadlstico 

Familiares Controles 
Cromosomas 

(n•51) (n•200) X 2 p pC# RR 

DR1 0.058 0.092 0.52 0.4720 0.663 0.63 
DR2 0.058 0.126 1.80 0.1800 0.275 0.44 
DR3 0.137 0.046 5.80 0.0160. 0.036 •• 3.38 
DR4 0.176 0.253 1.38 0.2400 0.322 0.63 
DR5 0.058 0.103 1.00 0.3160 0.462 0.53 
DR7 0.274 0.092 12.40 0.0004. 0.0009 .. 3.83 
DR8 0.039 0.161 5.06 0.0240. 0.043·· 0.21 
=·· 
# p Corregida por Yates. 

p Significativa. 
p Significativa después de corregir. 

Tabla 15. Comparación entre familiares y controles 
Locus C4 y Factor B 

··---------= 
Frecuencia Génica Significado Estadlstico 

Familiares Controles 
Cromosomas 

Locus C4A (n• 51) (n•200) x2 p pC# 

o 0.039 0.151 4.48 0.034. 0.059 
2 0.098 0.050 1.67 0.196 0.336 
3 0.764 0.600 4.75 0.020. 0.043 •• 
4 0.039 0.115 2.60 0.106 0.176 

Locus C4B 
o 0.039 0.118 2.86 0.091 0.151 
1 0.090 0.665 11.15 0.0008. 0.001 •• 
2 0.039 0.143 4.20 0.040. 0.070 

Locus fB 
s 0.764 0.766 º·ºº 0.996 0.856 
F 0.235 0.147 2.42 0.119 0.178 

# p Corregida por Yates. 
• p Significativa. p Significativa después de corregir. 
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RR 

0.23 
2.07 
2.17 
0.31 

0.30 
4.63 
0.29 

1.00 
1.81 



Tabla 16. Comparación entre familiares y controles 
Complotipos 

Frecuencia Génica Significado Estadlstlco 

Familiares Controles 
Cromosomas 

Complotlpo (n•51) (n•200) x2 p pC# 

SC11 0.039 0.092 0.05 0.821 0.773 
FC31 O. 196 0.040 14.87 0.0001. 0.0003 •• 
sc21 0.078 0.046 0.92 0.336 0.543 
SC42 0.019 o. 115 4.28 0.038. 0.071 
SC31 0.509 0.402 2.01 0.156 0.208 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 

Tabla 17. Comparacion entre pacientes y familiares 
Locus A 

Frecuencia Génica Significado Estadlstico 

Pacientes Familiares 
Cromosomas 

(n•82) (n• 51) x2 p pC# AR 

AR 

0.82 
5.81 
1.81 
0.15 
1.56 

----
A1 
A3 
A9 
A10 
A19 
A28 

o. 146 
0.085 
0.109 
0.073 
0.097 
0.085 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

0.078 
0.019 
o. 137 
0.039 
0.078 
0.078 

p Significativa después de corregir. 

1.37 
2.4 1 
0.22 
0.64 
o. 14 
0.02 
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0.241 0.369 2.01 
0.120 0.239 4.67 
0.635 0.841 0.77 
0.423 0.670 1.93 
0.708 0.949 1.27 
0.887 0.855 1.10 



Tabla 18. Comparación entre pacientes 
Locüs 8 

Frecuencia Génica 

Pacientes Familiares 
Cromosomas 

(n•82) 

85 0.097 
88 0.060 
814 0.085 
816 0.048 
817 0.060 
835 0.182 
853 0.036 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

(n•51) 

0.098 
0.058 
0.058 
0.039 
0.098 
0.117 
0.078 

p Significativa después de corregir. 

Significado 

x2 p 

0.00 0.992 
0.00 0.959 
0.32 0.572 
0.07 0.796 
0.62 0.430 
1.01 0.315 
1.10 0.293 

y familiares 

Estadístico 

pC# RR 

0.770 0.99 
0.745 1.04 
0.820 1.49 
0.864 1.26 
0.652 0.60 
0.447 1.68 
0.514 0.45 

Tabla 19. Comparación entre pacientes y familiares 
Locus DR 

Frecuencia Génica Significado Estadístico 

Pacientes Familiares 
Cromosomas 

(n•82) 

DR1 0.134 
DR2 0.048 
DR3 0.060 
DR4 0.158 
DR5 0.231 
DR7 0.097 
DR8 0.036 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

(n· 51) 

0.058 
0.058 
0.137 
0.176 
0.058 
0.274 
0.039 

2 
X 

1.89 
0.06 
2.23 
0.07 
6.81 
7.13 
0.01 

p Significativa después de corregir. 
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p pC# 

0.168 0.277 
0.800 0.883 
0.135 0.237 
0.786 0.975 
0.009. 0.017 .. 
0.007. 0.015 •• 
0.938 0.695 

RR 

2.48 
0.82 
0.41 
0.88 
4.83 
0.29 
0.93 



Tabla 20. Comparación entre pacientes y familiares 
Locus C4 y Factor B 

Frecuencia Génica Significado Estadístico 

Pacientes Familiares 
Cromosomas 

(n•82) (n•51) x2 p pC# 

Locus C4A 
o 0.109 0.039 2.06 0.150 0.265 
2 0.085 0.098 0.06 0.804 0.949 
3 0.670 0.764 1.34 0.247 0.336 
4 0.085 0.039 1.06 0.302 0.499 

Locus C4B 
o 0.060 0.039 0.30 0.584 0.883 
1 0.829 0.900 1.36 0.244 0.362 
2 0.097 0.039 1.54 0.214 0.366 

Locus fB 
s 0.792 0.764 0.14 0.703 0.869 
F 0.195 0.235 0.31 0.580 0.738 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 

SC11 
FC31 
SC21 
SC42 
SC31 

Tabla 21. Comparación entre pacientes y familiares 
Complotipos 

Frecuencia Génica Significado Estadistico 
..,...,,..._.,..._.... ...... _,..,.._~--~---
Pacientes Familiares 

Cromosomas 

(n•82) (n• 51) X 
2 

pC# p 

0.012 0.019 0.12 0.732 0.695 
0.146 0.196 0.56 0.452 0.609 
0.060 0.078 0.15 0.696 0.972 
0.085 0.019 2.41 0.120 0.239 
0.451 0.509 0.43 0.510 0.631 

RR 

3.02 
0.86 
0.63 
2.29 

1.59 
0.53 
2.65 

1.18 
0.79 

RR 

0.62 
0.70 
0.76 
4.67 
0.79 

---""-=-c-;;o.._~~- --=-===--===-.e==~---. .:::=---= 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. 

p Significativa después de corregir. 
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835,DR5 

835,DR4 

DR2,SC31 

817,DR7 

DR6,SC31 

DR7,FC31 

DR7,SC31 

Tabla 22. Comparaciónes significativas en dos 
alelos de pacientes con escleroderma 

Frecuencia Génica 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

(n•82} 

0.097 

0.011 

0.023 

(n•200} 

0.020 

0.069 

0.092 

Familiares Controles 

(n • 51) 

0.081 

0.081 

0.081 

0.081 

(n•200} 

0.020 

0.020 

0.020 

0.020 

Significado Estadistico 

X 

8.59 

3.86 

3.80 

4.50 

4.50 

4.50 

4.50 

p pC# AR 

0.003 . 0.009 .. 5.30 

0.04 9 . 0.094 o. 16 

0.051 0.090 0.25 

0.033 • 0.094 

0.033 . 0.094 

0.033 • 0.094 

0.033 . 0.094 

4.17 

4.17 

4.17 

4.17 

# p Corregida por Yates. 
p Significativa. •• p Significativa después de corregir. 
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Eri las tabJas 23, 24 y 25 se muestra en resumen Jos alelos_ y-segmentos aumentados y ,,. .. ,---,-. ~··.·-:(. -<¡ -- :< < .. ---' _'-.\· .·:;·· --~,:,._:- -_> 
disminuid~s _en c~;~to:~ su frecuencia al hacer todas las compa~;ciones e~ir~'¡Í;adentes, familiares y 

-'"--º-----=:-----;.- ·.-- - . .',. .. ·' .. ·· ;,·-- ... · .,,µ,•. ;- - ' 

controles. 

En las tablas 26a y 26b se muesúari los haplotipos-de-lci~' pad~ntes con escleroderma de tal 
- - ' ,. . . ·' - .: ___ , ;/- <•-·i .. ~·o'''- -,., ·- . • -

- - '·: - : . ~ •. ' ..•. : ." " \<,···-. . .-

forma que uno puede apreciar la presencia de 5 haplotipos·posiblemehte extendidos o segmentos de 

ellos, dichos haplotipos son: 

1 .- A2,B35,DR5,DQw3,DR w52,SC3 I 

2.- A2,B5 ,DR4,DQw3,DRw53,SC31 

3.- Al ,Bl7,DR7,DQw2,DRw53,SC61 

4.- , ,DRJ,DQwl,DRw53,SC31 

5.- A 1, ,DR3,DQw2,DR w52,SC3 J 

Es claro que la mayoría de los pacientes llevan uno u otro de esos haplotipos extendidos ya sea 

en el cromosoma base o en el cromosoma homólogo y algunos llevan un segmento marcador de algún 

haplotipo extendido. 

Estos haplotipos o segmentos est:in presentes en 56 cromosomas de un total de 82 en los 

pacientes, es decir, en el 68.2%. La mayoría de ellos incluyen el segmento DR-DQ-Complotipo 

habiendo solo un caso que incluye solo al DR (paciente 31) siendo este marcado por el DR7. 

De los 5 haplotipos extendidos, los dos primeros parecen ser de origen autóctono con 

frecuencias menores a 0.02 en nuestra población, mientras que el tercero es un haplotipo caucásico 

ya reportado con una frecuencia de 0.028 en esa población y que al parecer tiene una deficiencia en 

el C4B (SC6 I ). Como puede verse el haplotipo DR l ,DQw 1 ,DR w53,SC3 I marcado por el DR 1 se 

encuentra primordialmente en el cromosoma homólogo. Por otro lado, el haplotipo 

Al ,DR3,DQw2,DR w52,SC3 I que va con DR3 parece presentarse en forma homocigota en esos 

pacientes. 
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De los 56 haplotipos exierídidososegm~'n'.t~s •• 18 (32.1%) incluyen al locus del HLA-A. 

De los 56, 37 (66.0%) están en el cr~Ínosomabase y sólo 19 (33.9%) están en el cromosoma 

homólogo. 

De los alelos cuya frecuencia se encontró aumentada por separado en los pacientes (DR5, FC3 I 

y C4B* I) solo el DR5 y el C4B* I estuvieron a su vez incluidos en los haplotipos extendidos ya 

descritos, mientras que el FC3 I no forma parte de ellos. 

Los 56 haplotipos extendidos o segmentos estuvieron distribuidos de la siguiente forma: 

Marcados por DR5 19 (33.9%) 

DR4 13 (23.2%) 

DR7 8 (14.2%) 

DRI 11 (19.6%) 

DR3 5 ( 8.9%) 

De los 41 pacientes, 19 (46.3%) son homocigotos para algún haplotipo extendido o fragmento, 

los restantes 22 (53.6%) solo tienen el haplotipo extendido o fragmento en uno de sus cromosomas. 

Estos Últimos presentan en su cromosoma homólogo básicamente DR6 (7), DR8(3) y DR~(3). 
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Tabla 23. Comparación pacientes vs controles. 

Aumentados 

DR5 

FC31 

C48•1 

p•0.005 RR•2.57 

p•0.001 RR•4.11 

p•0.005 RR•2.45 

$ 835,DR5 p•0.003 RR•5.30 

Disminuidos 

A19 p•0.037 RR•0.43 

816 p•0.014 RR•0.28 

DR8 p•0.004 RR•0.20 

Tabla 24. Comparación familiares vs controles. 

Aumentadoa Dlsmlnuldoa 

617 p•0.017 RR•4.24 616 p•0.028 RR•0.22 

653 p•0.004 RR•8.43 DR8 p•0.024 RR•0.21 

DR3 p•0.018 RR•3.38 

DR7 p•0.0004 RR•3.83 

FC31 p•0.0001 RR•5.81 

C46•1 p•0.0008 RR•4.63 

DR8,SC31 p • 0.007 RR•5.33 

Tabla 25. ComparacJón pacientes va tamlllaree 

Aumentado Olemlnuldo 

DR5 p•0.009 RR•4.83 DR7 p•0.007 RR•0.29 



Tabla 26a. Haplotipos extendidos o fragmentos en el cromosoma base 

y en el homólogo de los pacientes con escleroderma. 
Alelos en el cromosoma base Alelos en el cromosom¡¡_ homólogo 

A B OR DQ DRw COM A B DR DQ DRw COM 
1.- 2 35 5 3 52 SC31 2 18 1 4 53 SC31 

2.- 2 35 5 3 52 SC31 28 35 ..L 2 g SC42 

3.- 2 35 5 1 53 SC31 28 53 5 ;¡ 52 SC30 

4.- 2 35 5 4 _g_ SC33 X 6 1 1 53 SC01 

5. - 26 35 5 1 52 SC31 3 35 4 3 53 SC31 

6.- 3 35 5 1 .§.L FC31 36 35 5 1 li FC30 

7.- 19 35 5 3 53 SC01 1 17 7 1 ~ SC31 

8.- 2 40 5 3 52 SC30 1 40 4 3 53 SC31 

9.- 2 40 5 2 52 SC42 9 42 1 1 53 SC31 

-· 10.- 28 40 5 3 52 SC01 9 14 1 2 53 SC21 
o 

11.- 1 13 5 3 52 SC31 ..!... 6 7 2 52 FC31 

12.- 19 8 5 3 52 SC31 9 40 4 3 53 FC31 

13.- X 53 6 3 52 SC31 2 8 6 1 52 SC01 

u.- 10 12 5 3 52 SC42 19 15 9 1 53 SC31 

15.- 9 21 5 3 52 FC31 1 37 1 1 53 SC01 

16.- 9 41 ..§_ 1 53 SC31 2 7 2 1 52 FC31 

17.- 10 22 5 3 53 FC31 ..L 35 1 1 52 FC31 

16.- 2 5 4 3 53 SC31 3 14 6 1 52 SC11 

19.- 19 5 4 3 53 SC31 : X, X X X X S1C02 

20.- 2 14 4 3 53 SC31 2 14 _]_ 1 52 FC30 

21.- 9 17 4 3 53 SC31 .1.. 6 1 1 52 FC21 



..., 
f-" 

Tabla 26b. Continuación de la anterior. 

A 
22.- 19 

23.- 10 

24.- 11 

25.· 19 

26.- 28 

27.- 9 

28.-

29.- 28 

30.- ..J__ 

31.- 2 

32.-

33.-

_g_ 

11 

34.- 3 

35.-

36.-

37.-

_!_ 

..1.. 
19 

38.- 9 

39.-

40.- 11 

41.· 10 

Alelos en el cromosoma base 

8 
16 

14 

16 

37 

X 

18 

17 

17 

21 

5 

14 

35 

5 

5 

16 

18 

22 

12 

17 

21 

OR 
4 

4 

4 

4 

~ 

7 

_]_ 

-'-

..1.. 

3 

3 

3 

2 

X 

X 

X 

00 
3 

3 

3 

3 

3 

2 

3 

2 

2 

2 

X 

X 

X 

DRw 
53 

53 

53 

53 

53 

.fil_ 

53 

53 

.a. 
52 

53 

53 

ll. 

52 

52 

52 

52 

X 

X 

X 

COM 
SC31 

SC21 

SC42 

FC31 

FC31 

SC21 

SC61 

SC61 

FC31 

SC42 

FC21 

SC31 

FC31 

SC31 

SC31 

SC31 

SC31 

SC31 

SC31 

SC31 

Alelos en el cromosom~. homólogo 

A 
9 

X 

2 

8 
35 

X 

21 

21 

2 ·:15 

DR 
7 

X 

e 
e 
8 

6 

1,0 

8 
::3: ... 

X 

X 

DO 
2 

X 

4 

X 

3 

1 

1 

.,,, 

X 

X 

X 

DRw 
53 

X 

52 

53 

52 

52 

X 

52 

52 

_g_ 

52 

53 

53 

X 

52 

52 

52 

X 

X 

X 

COM 
SC31 

S1C02 

SC42 

SC31 

SC01 

SC31 

SC31 

SC31 

SC31 

SC01 

FC31 

SC31 

SC21 

SC30 

SC42 

SC01 

SC31 

SC21 

FC51 

SC31 



En l:i tabla 27 se muestran las frecuencias de los haplotipos extendidos o segmentos en 

pacientes y se 'comparnn con la población norma( mexicana. Como puede observarse, el HLA-DR5 

es m:is significativo cuando incluye al -B35; el -DR4 y -DR4,SC3 I están disminuidos en los pacientes 

per.o al incluir al -B5 aumentan pero sin llegar a ser significativos; el -DR 7 es más significativo 

cuando incluye al -B 17 y el -DR3 cuando incluye al SC3 l. El único que no sigue este patrón es el 

DRI, el cual, es más significativo cuando está solo. Todo lo anterior se observa gráficamente en las 

figuras lOa y lOb que incluyen a los 4 haplotipos con ese patrón de aumento. 
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Tabla 27. Frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en pacientes 

con escleroderma y controles. 

Frecuencia Génica Significado Estadístico 
-==-==--==---===--=== 

Pacientes Controles 
=-="--.-o·--=-=-..,..-=,~--==--·-·· 2 

Haplotipo o (n•82) (n•200) X p RR 
segmento 

835,DR5,SC31 0.048 0.020 1.75 0.186 2.51 
835,DR5 0.097 0.020 8.59 0.003. 5.30 
DR5,SC31 0.097 0.046 2.84 0.092 2.29 
DR5 0.231 0.103 7.67 0.005. 2.57 

85,DR4,SC31 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 _, 
85,DR4 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 

"' DR4,SC31 0.085 0.160 2.72 0.099 0.49 
DR4 0.158 0.253 3.08 0.079 0.55 

B 17,DR7,SC61 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 
817,DR7 0.036 0.020 0.66 0.416 1.86 
DR7,SC61 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 
DR7 0.097 0.092 0.04 0.842 1.09 

DR 1,SC31 0.036 0.020 0.66 0.416 1.22 
DR1 0.134 0.092 1.23 0.267 1.09 

A 1,DR3,SC31 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 
A 1,DR3 0.024 0.020 0.05 0.816 1.22 
DR3,SC31 0.036 0.020 0.66 0.416 1.86 
DR3 0.060 0.046 0.31 0.574 1.38 

----
• p Significativa después de corregir la p. 



Figura 10a. Haplotipos extendidos y sus 
fragmentos en la escleroderma. 

Frecuencia 
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Figura 10b. Haplotipos extendidos y sus 
fragmentos en la escleroderma. 

Frecuencia 
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La comparación entr~ la_ fr~c_uenc:ia ~e estos haplotipos extendidos o segmentos en el 

cromiisóm:i ~ase oe~ el-ho¡;;Ólogo en _paciente~ y familiares no presenta diferencias significativas 

(figura 11 ). 

Figura 11. Frecuencia de haplotipos extendidos 
y fragmentos en ambos cromosomas 
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Familiares 
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_Una vez realizado el análisis de la enfermedad en general, los 41 pacientes se separaron de 

acuerdo al subtipo clínico, de tal forma que nuestro grupo incluyó a 22 pacientes con escleroderma 

difusa, 11 con síndrome de CREST, 5 con escleroderma localizada y 3 con síndrome de Reynolds. 

En las tablas 28a y 28b se muestran las comparaciones de frecuencias genotípicas entre Jos 

controles y pacientes con los diferentes subtipos clínicos. Como puede observarse en escleroderma 

difusa las frecuencias del HLA-DR5, del complotipo FC3 I, del alelo C4B* I y del segmento B35,DR5 

se encontraron aumentadas significativamente, mientras que las frecuencias del HLA-B 16 y del -DR8. 

estuvieron disminuidas. De la misma manera la frecuencia del HLA-DR5 también estuvo aumentada 

significativamente en esclen.,derma localizada. Por otro lado, en el síndrome de CREST solo estuvo 

aumentada marginalmente la frecuencia del HLA-B53 y en el síndrome de Reynolds la frecuencia del 

alelo C4B*2. 

En la tabla 29 se muestran los haplotipos extendidos ó segmentos en el cromosoma base y en 

el homólogo de los pacientes con esclerode.rma difusa. De los 44 cromosomas 31 (70.4%) presentan 

cualquiera de los anteriores 5 haplotipos extendidos ó fragmentos descritos, de éstos, 19 (43.1 %) 

estuvieron en el cromosoma base y 12 (27.2%) en el cromosoma homólogo. De los 22 pacientes 12 

(54.5%) fueron homocigotos para algunos de los haplotipos extendidos ó segmentos, mientras que los 

restantes JO (45.5%) sólo presentaron haplotipo extendido ó segmento en uno de los cromosomas 

teniendo en el homólogo básicamente DR6 (3) y DR2 (2). 
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Tabla 2Ba. Comparación de frecuencia& genotlplcas entre pacientes con escleroderma 
difusa y controles. 

Frecuencia Génica Significado Estadístico 

Pacientes Controles 
Cromosomas 

(n•44) (n•200) x2 
Aumentados 

DR5 0.250 0.103 6.65 
FC31 0.136 0.040 6.19 
C4B·1 0.886 0.665 8.50 
B35,DR5 0.136 0.020 12.42 

Disminuidos 

816 0.022 0.154 5.54 
DR8 0.022 0.161 5.81 

p Corregida por Yates. 
p Significativa después de corregir. 

# Solo se muestran los datos significativos. 

p pC• 

0.009 0.019•• 
0.012 0.033•• 
0.003 0.006•• 
0.0004 0.001•• 

0.018 0.035·· 
0.015 0.030•• 

Tabla 28b. Comparación de frecuencias genotlplcas entre pacientes con 
sindrome de CREST, escleroderma localizada, slndrome de 
Reynolds y controles 

Slndrome de Crest 

Pacientes Co~troles 
2 

(n• 22) (n• 200) X p pC• 

853 0.090 0.010 7.33 0.006 0.060 

-=-===-----
Escleroderma Localizada 

Pacientes Controles ----· -~-·~---
(n• 10) (n• 200) 

DR5 0.400 0.103 7.90 0.004 0.020. 

Slndrome de Reynolds 

Pacientes Controles 

(n• 6) (n•200) 

C48•2 0.500 0.143 5.60 0.018 0.072 

p Corregida por Yates. 
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Tabla 29. Haplotipos extendidos y fragmentos en ambos cromosomas de 
pacientes con escleroderma difusa. 

Alelos en el cromosoma base Alelos en el cromosoma.homólogo 

A B DA DO DAw COM A B DA DO DAw COM 
1.- 2 35 5 3 52 SC31 ..L 18 ..L 4 53 SC31 

2.- 2 35 5 3 52 SC31 28 35 ..!. 2 ~ SC42 

3.- 2 35 5 4 B. SC33 X 8 ..!.. 1 ~ SC31 

4.- 28 35 5 1 52 SC31 3 35 4 3 53 SC31 

5.- 3 35 5 1 .B.. FC31 38 '35 5 1 R SC30 

8.- 1 13 5 3 52 SC31 ..1... 8 7 2 52 FC31 

7.- 19 8 5 3 52 SC31 9 40 4 3 53 FC31 

8.- X 53 5 3 52 SC31 2 8 6 1 52 SC01 

9.- 26 40 5 3 52 SC01 9 14 1 2 ..§!L SC21 

10.· 9 41 2.... 1 53 SC31 2 7 2 1 52 FC31 
.._J 

OJ 
11.· 2 5 4 3 53 SC31 29 16 6 1 52 SC31 

12.· 19 5 4 3 53 SC31 .L 8 1 1 52 FC21 

13.· 2 14 4 3 53 SC31 3 14 8 1 52 SC11 

14.- 9 17 4 3 53 SC31 2 14 7 1 52 FC30 

15.· 1 17 7 2 53 SC61 2 21 X X X SC31 

16.· 2 5 ..L 3 52 SC42 2 15 ..2... 1 R SC01 

17.- 2- 14 1 1 5~ FC21 3 14 9 1 52 FC31 

18.- 3 5 ..l.. 2 .a. FC31 2 5 2 1 53 SC21 

19.· 19 18 3 1 52 SC31 10 15 i 1 52 SC01 

20.- 9 22 2 1 52 SC31 11 5 8 3 52 SC31 

21.· 11 17 X X X SC31 1 21 X X X FC51 



De Jos 15 familiares de este grupo (30 cromosomas), 23 (76.6%) presentaron haplotipos 

extendidos o segmentos, de Jos cuales, 15 (50.0%) estuvieron en el cromosoma base y los 8 restantes 

(26.6%) se localizaron en el homólogo. De Jos 15 familiares, 8 (53.3%) fueron homocigotos para alguno 

de Jos haplotipos extendidos o segmentos, mientras que Jos restantes 7 (46.6%) presentaron sólo el 

haplotipo extendido o segmento en uno de Jos cromosomas destacando Ja presencia de DR6 y DR8 en 

el cromosoma homólogo. 

En este grupo de pacientes, de los 31 haplotipos extendidos o segmentos 9 (29.0%) incluyen 

el Jocus del HLA-A. 

La comparación entre pacientes y familiares de este grupo con respecto a la presencia de 

haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homólogo muestra que ambos son 

muy semejantes. 

En estos pacientes con la variedad generalizada básicamente se presentaron 3 de Jos 5 

haplotipos o segmentos descritos: 

1.- B35,DR5,DQw3,DR w52,SC3 I. 

2.- B5 ,DR4,DQw3,DR w53,SC3 l. 

3.- BI 7,DR7,DQw2,DRw53,SC61. 

La comparación en cuanto a la frecuencia de estos haplotipos o segmentos en pacientes con 

escleroderma difusa y controles es mostrada en Ja tabla 30. 

rs;~ 
~AUH 

ITSI~ 
DI l.& 
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Tabla 30. Frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en pacientes 

con escleroderma difusa y controles. 

Frecuencia Génica Significado Estadisico 

Ese. Difusa Controles 
Cromosomas 

Haplotipo o (n=44) (n= 200) x2 p RR 
Segmento 

835,DR5,SC31 0.068 0.020 3.00 0.083 3.59 
835,DR5 0.136 0.020 12.42 0.0004 * 7.74 
DR5,SC31 0.159 0.046 7.66 0.005 * 4.02 

°' DR5 0.227 0.103 4.86 0.027 * 2.51 
o 

85,DR4,SC31 0.045 0.020 0.97 0.323 2.33 
B5,DR4 0.045 0.020 0.97 0.323 2.33 
DR4,SC31 0.113 0.160 0.60 0.437 0.67 
DR4 0.136 0.253 2.84 0.092 0.46 

B17,DR7,SC61 0.022 0.020 0.01 0.907 1.14 
B 17,DR7 0.022 0.020 0.01 0.907 1.14 
DR7,SC61 0.022 0.020 0.01 0.907 1.14 
DR7 0.090 0.092 0.00 0.984 1.01 

• p significativa después de corregir. 



Al igual que en el análisis de la enfermedad en general también aquí los datos más 

significativos incluyen segmentos ó haplotipos completos. El HLA-DR5 es más significativo cuando 

incluye al HLA-B35; las frecuencias del HLA-DR4 y del -DR4,SC3 I estan disminuidas en los 

pacientes pero al incluir el HLA-B5ySC31 dicha frecuencia aumenta aunque sin alcanzar significado 

estadístico y finalmente el HLA-DR i es más significativo cuando incluye el HLA-B 17 y SC61. Todo 

lo anterior se observa graficamente en las figuras 12, 13 y 14. 

La comparación de frecuencias de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base 

y homólogo de pacientes y familiares no presentan ninguna diferencia. 

La tabla 31 muestra los haplotipos extendidos o segmentos en los pacientes con síndrome de 

CREST ya sea en el cromosoma base o en el homólogo. De los 22 cromosomas en este grupo, 12 

(54.5%) presentan cualquiera de los 5 haplotipos extendidos o segmentos descritos anteriormente, de 

estos 22, 10 (45.4%) estaban en el cromosoma base y solo 2 (9.0%) en el cromosoma homólogo. De los 

11 pacientes solo 2 ( 18.1 %) fueron homocigotos para alguno de los haplotipos extendidos o segmentos, 

mientras que los 9 restantes (81.8%) sólo presentaron haplotipos extendidos o segmentos en uno de sus 

cromosomas teniendo en el cromosoma homólogo básicamente DR6 (3). 

Figura 12. frecuencia del haplotipo B35,DR5,SC31 o sus segmentos en 

pacientes con escleroderma difusa y controles. 
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Figura 13. Frecuencia del haplotipo B5,DR4,SC31 o sus segmentos en 

pacientes con escleroderma difusa y controles. 
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Figura 14. Frecuencia del haplotlpo B17,DR7,SC61 o sus segmentos en 

pacientes con escleroderma difusa y controles. 
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Tabla 31. Haplotipos extendidos y fragmentos en pacientes con síndrome 
de CREST. 

alelos en el cromosoma base alelos en el cromosoma homólogo 

A 8 DR DO DRw COM A 8 DR DO DRw COM 
1.- 2 35 5 1 53 SC31 28 53 5 3 52 SC30 

2.- 10 12 5 3 52 SC42 19 15 9 1 53 SC31 

3.- 19 16 4 3 53 SC31 9 35 7 2 53 SC31 

4.- 19 37 4 3 53 FC31 2 21 6 4 53 SC31 

5.- 28 X 4 3 53 FC31 1 15 6 1 52 SC01 

6.- 28 17 7 2 53 SC61 3 40 8 3 52 SC31 
()) 7.- J 21 .]_ 1 53 FC31 1 35 10 1 52 SC31 w 

8.- 11 35 1 1 53 SC31 3 35 2 1 53 SC31 

9.- .L 5 3 2 52 SC31 10 53 X X X SC30 

10.- ..L 16 3 2 52 SC31 2 22 6 1 52 SC42 

11.- 2 12 X X X SC31 28 7 X X X SC21 



En este grupo de pacientes de los 12 haplotipos exte.ndidos o segmentos solo 4 (33.3%) incluían 

al locus del HLA-A. 

Los haplotipos de Jos pacientes con escleroderma localizada y síndrome de Reynolds son 

mostrados en Ja tabla 32 pero su análisis por haplotipos extendidos o segmentos no se considera debido 

al bajo número de pacientes que incluye cada grupo. 

La presencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base y en el homólogo 

parece ser diferente según el subtipo clínico de Ja enfermedad, razón por la cual, se corneara Ja 

frecuencia de estos haplotipos extendidos o segmentos en escleroderma difusa y síndrome de CREST. 

Como puede observarse, Ja frecuencia de haplotipos extendidos o segmentos en el cromosoma base es 

semejante en ambos grupos (43.1% vs 45.4%), sin embargo, la presencia de estos mismos haplotipos 

en el cromosoma homólogo es diferente (27.2% vs 9.0%) y por tanto Ja presencia de haplotipos no 

extendidos también resulta diferente existiendo más en los pacientes con el síndrome de CREST 

(45.4% vs 29.5%). 

El análisis estadístico de esta comparación es mostrado en la figura 15 y como puede 

observarse ninguna diferencia es finalmente significativa. 

Es importante señalar que Ja relación del HLA con la severidad de Ja enfermedad asi como su 

relación con la presencia de autoanticuerpos no fue el objetivo central de esté trabajo, sin embargo, 

seria importante definir estas relaciones en nuestro grupo de pacientes. 

84 



Tabla 32. Haplotipos extendidos y fragmentos en escleroderma localizada 
síndrome de Reynolds. 

Escleroderma localizada Escleroderma localizada 
(cromosoma base) (cromosoma homólogo) 

A B DR DO DRw COM A 8 DR DO DRw COM 
1.- _g_ 40 5 3 52 SC30 1 40 4 3 123 SC31 

2.- 2 40 5 2 52 SC42 9 42 1 1 53 SC31 

3.- 19 35 5 3 53 SC01 1 17 7 1 ~ SC31 

4.- 9 21 5 3 52 FC31 1 37 1 1 53 SC01 

5.- 9 18 4 2 53 SC21 2 5 6 1 52 SC31 
00 
v. 

Sindrome de Reynolds Síndrome de Reynolds 
(cromosoma base) (cromosoma homólogo) 

A 8 DR DO DRw COM A B DR DO DRw COM 
1.- 10 22 5 3 53 FC31 _g_ 35 1 1 52 FC31 

2.- 10 14 4 3 53 SC21 X X X X X S1C02 

3.- 11 16 4 3 53 SC42 2 21 8 1 52 SC42 



Figura 15. Comparación de frecuencias de haplotlpos extendidos en 

escleroderma difusa y síndrome de CREST. 
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Cromosomas 

(n•44) (n•22) X 2 p AR 

Crom. base 0.431 0.454 0.03 0.860 0.97 

Crom. homólogo 0.272 0.090 2.90 0.088 1.39 

Hap. no extendido 0.295 0.454 1.63 0.201 0.78 
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Vil!. D!SCUSION. 

La genética de la escleroderma implica varios hechos importantes que han venido siendo 

estudiados paulatinamente, entre éstos están la presencia de la enfermedad en más de un miembro en 

una misma familia, además de que la frecuencia es más elevada en mujeres que en hombres con una 

relación aproximada de 3: 1 (64). La frecuencia de anticuerpos antinucleares en familiares de pacientes 

también ha sido reportada fluctuando entre un 12 y 58 %, la diferencia parece deberse a la utilización 

de diferentes sustratos en la determinación; entre los hallazgos a nivel de ruptura de cromosomas e 

intercambio de crómatides hermanas el más importante es el hecho de que dichas rupturas segregan 

en forma mendeliana junto con el haplotipo Al ,B8,DR3,Cw7,SCOI en individuos caucásicos 

sugiriendo la importancia de los antígenos del SPH en la susceptibilidad a la enfermedad. 

Existen varias enfermedades que sin ser propiamente escleroderma, comparten con ella muchas 

características, tal es el caso de la enfermedad fibrótica inducida por cloruro de vinilo, la cual, se 

encontró asociada con el HLA-DR5, nuevamente apoyando la noción de participación de las moléculas 

clase II en la enfermedad. 

Una vez iniciados los estudios de asociación enfocados a los antígenos del SPH se han 

encontrado asociaciones muy heterogeneas destacando básicamente las que involucran a los antígenos 

clase II (DR3, DRI, DR5, DRwl l, DRw8) y a la presencia de alelos nulos en C4A y C4B (clase 111). 

Cabe hacer notar que nosotros solo encontramos aumentada la frecuencia del HLA-DR5 en 

nuestros pacientes, mientras que la frecuencia del HLA-DR8 estuvo disminuida. De los antígenos 

clase l observamos una frecuencia disminuida del HLA-A 19 y del HLA-B 16 que son de los antígenos 

más frecuentes en nuestra poblaci6n (0.197 y 0.154 respectivamente). En nuestro grupo de pacientes 

no se encontró la presencia de alelos nulos pero si se encontr6 una alta frecuencia del C4B* l. Un 

hecho que llama la atenci6n es el aumento en la frecuencia del complotipo FC31, el cual, nosotros 

hemos encontrado también en pacientes con artritis reumatoide y espondilitis anquilosante. 
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La comparación entre familiares y controles nos hace pensar en que estos son dos grupos muy 

diferentes destacando en los familiares un aumento en las frecuencias de los alelos HLA-853, -817, -

DR3, -DR 7 y C4A •3 que en los pacientes se mantienen con frecuencias semejantes al grupo control. 

Al parecer la diferencia importante entre los grupos de pacientes y familiares radica en dos 

antígenos, que son, el HLA-DR5 presente en los pacientes y el HLA-DR7 presente en los familiares 

ya que en los demás alelos ambos grupos son muy semejantes. 

Una vez realizado el análisis por alelos y al proceder con el análisis por pares de alelos, se 

encontró una combinación 835,DRS representada m:is importantemente en los pacientes que en los 

sujetos control, esto nos hizo pensar en la existencia de haplotipos extendidos ó segmentos de dichos 

haplotipos que revistieran mayor importancia que los alelos por separado. 

Al revisar los haplotipos de los pacientes encontramos la existencia de 5 haplotipos extendidos 

o segmentos, los cuales, incluían algunos de los antígenos reportados en la literatura como antígenos 

de susceptibilidad o de progresión de la enfermedad como son el HLA-DR5, -DR 1, y -DR3. 

De los antígenos cuyas frecuencias encontramos aumentadas en los pacientes con escleroderma, 

es importante señalar que el HLA-DR5 y el C48* l están incluidos en alguno de los 5 haplotipos 

extendidos anteriormente descritos, mientras que el FC3 l no forma parte de ellos, lo cual, podría 

orientar a que esté complotipo represente una forma de susceptibilidad independiente a la que podrían 

dar los haplotipos descritos. El C48* l es un alelo que no se ha reportado asociado a escleroderma o 

a otra enfermedad autoinmune, sin embargo, el FC3 l como ya se mencionó es un complotipo cuya 

frecuencia en nuestra población se encuentra aumentada básicamente en los pacientes con artritis 

reumatoide y con espondilitis anquilosante. 

Cabe señalar que los haplotipos A2,835,DR5,DQw3,DRw52,SC31 y 

A2,85,DR4,DQw3,DRw53,SC3 I marcados con el HLA-DR5 y -DR4 parecen tener un origen 

autóctono ya que se han encontrado en poblaciones indígenas mexicanas como los tzotziles. 

El haplotipo A 1,8 l 7,DR7,DQw2,DRw53,SC61 marcado por el PLA-DR7 es un haplotipo 

extendido (frecuencia de 0.028) adquirido por mestizaje, el cual, se presenta principalmente en sujetos 
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de los paises nordicos y su frecuencia es muy alta en las islas del pacífico como las Filipinas, sin 

embargo, se cree que en esas islas su elevada frecuencia se debe al llamado efecto de fundador o 

deriva génica dado el elevado grado de consanguinidad existente. 

El origen de los otros dos haplotipos (marcados por HLA-DR 1 y -DR3) no se puede definir 

con certeza pero creemos que también pudieron adquirirse por mestizaje y es importante hacer notar 

que el primero de ellos (HLA-DR J) se encuentra b:isicamente en el cromosoma homologo de los 

pacientes, lo cual, indica que este haplotipo requiere estar asociado con cualquiera de los otros 

haplotipos extendidos ya señalados para poder ejercer su efecto. 

Es claro que la mayoria de los pacientes presentan uno u otro de los haplotipos extendidos o 

segmentos que incluyen principalmente a las moléculas clase II. 

Cuando se considero el subtipo clínico de la enfermedad, el HLA-DR5 fue m:is frecuente en 

la escleroderma difusa, y el HLA-B53 en el síndrome de CREST. Por otro lado, el FC3 I y el C4B* J 

fueron frecuentes en ambos grupos, con escose puede pensar que los dos primeros antígenos (HLA

DR5 y -B53) sean marcadores del subtipo clinico de la enfermedad; el HLA-DR5 de la forma 

generalizada y el HLA-B53 del síndrome de CREST. 

A pesar del bajo número de pacientes con escleroderma localizada y síndrome de Reynolds, 

es importante establecer que de los 5 pacientes que integran al primer grupo, 4 de ellos presentaron 

el HLA-DR5, mientras que el grupo de síndrome de Reynolds fue m:is heterogeneo destacando un 

aumento marginal en la frecuencia del C4B*2. 

De todos los antígenos ya reportados en la literatura y que al parecer son importantes en la 

susceptibilidad a la enfermedad (tabla 3), nosotros, como ya se menciono encontramos más 

frecuentemente en nuestros pacientes al HLA-DR5, sin embargo, nuestros cinco haplotipos extendidos 

incluyen a esté mismo HLA-DR5 asociado en poblaciones cauc:isicas a la forma difusa de la 

enfermedad y a otros antígenos ya reportados como el HLA-DR 1 asociado en poblaciones caucásicas 

con el síndrome de CREST y el HLA-DR3 asociado en esta misma población a gravedad de la 

enfermedad. Es importante hacer notar que si bien nosotros encontramos esos antígenos, ellos parecen 
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tener importancia cuando están incluidos en algún segmento o haplotipo extendido ya que aun el 

HLA-DR5 el cual, estuvo aumentado significativamente, cuando se incluye en el haplotipo con el 

HLA-835 aumenta su valor significativo. Este antígeno HLA-835 se reportó a su vez aumentado en 

forma aislada en 1982 en un grupo de 134 pacientes con escleroderma difusa (60) además de que en 

1989 en un grupo de 40 pacientes rusos con escleroderma se asoció a la presencia de anticuerpos 

anti nucleares (50% en pacientes vs 17% en controles, RR=4.8) (72). 

El alelo HLA-DR7 es más importante cuando incluye a los otros alelos que integran el 

haplotipo BI7,DR7,SC61. El HLA-DR3 cuando incluye el SC31 también cumple esta característica 

mientras que el HLA-DR 1 se sale de este patrón y es más importante cuando está solo. 

De los marcadores relevantes que han sido reportados en la literatura y los cuales estuvieron 

ausentes en nuestro trabajo destacan el HLA-DR8 (disminuido en nuestro estudio) y los alelos nulos 

en C4A y C4B. El HLA-DR8 es un antígeno de reacción cruzada con el DR5, el cual, dado el tipo de 

antisueros (principalmente de origen caucásico) que se usan es dificil distinguir en nuestra población. 

Por otro lado, la ausencia de alelos nulos en nuestro estudio se explica por las diferencias étnicas y 

cabe mencionar que en nuestra población los alelos nulos están confinados a los pacientes con lupus 

eritematoso generalizado (48). 

Otros antígenos relevantes en la población inglesa son el B8,DR3 (52), los cuales, forman parte 

de un haplotipo extendido caucásico bien definido (AI,B8,DR3,SCOI); este haplotipo además de ser 

en muchos estudios caucásicos asociado con autoinmunidad principalmente con LEG, se ha reportado 

que segrega como un rasgo mendeliano junto con la ruptura de cromosomas en pacientes también 

ingleses (76). 

Cabe resaltar el hecho de que los alelos nulos en C4A se reportaron aumentados en la población 

inglesa, la cual, podría deberse a la presencia del anterior haplotipo extendido. Este haplotipo debido 

al reciente mestizaje en nuestra población no ha sido fijado y podría tener su contraparte en un 

haplotipo autóctono presente en los pacientes y marcado como A2,B5,DR4,SC31. 
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Los alelos nulos en C48 reportados en la población alemana parecen incluir un.defecto en la 

cadena alfa (66), este punto tendría su contraparte en el complotipo SC61, en el cual, al parecer existe 

un defecto en el C4B haciendo a este deficiente en este alelo. 

La escleroderma es una enfermedad autoinmune con características principalmente de fibrosis. 

Un punto importante seria el poder diferenciar cuales antígenos del SPH se asocian con una u otra de 

estas condiciones, sin embargo, en nuestro trabajo no podemos hacer dicha diferenciación ya que los 

antígenos y haplotipos que encontramos se han reportado asociados con ambas condiciones. Por un 

lado, Black (18) al estudiar la enfermedad por cloruro de vinilo encontró el HLA-DRS asociado al 

proceso de fibrosis ya que en esta enfermedad no encontró presencia de autoanticuerpos y el HLA

DR3 lo asocio a la gravedad de la enfermedad. Por otro lado, en un estudio realizado en nuestro 

departamento en pacientes mestizos mexicanos con síndrome de antifosfolipido primario un haplotipo 

marcado por el HLA-DRS estuvo al parecer asociado al fenómeno autoinmune como tal ya que en esta 

enfermedad no hay presencia de fibrosis y si de autoanticuerpos (49). Además de este antígeno, el 

HLA-DR3 se asocia a fibrosis de las mucosas en una enfermedad semejante a escleroderma producida 

por la ingestión de nueces de la India y por su parte, el HLA-DR4 se asocia también a fibrosis en 

sujetos que desarrollaron una enfermedad semejante a escleroderma al ingerir aceite contaminado en 

España (24). Como podemos observar, la mayoría de los estudios citados son en enfermedades 

semejantes a escleroderma, en las cuales, al parecer los antígenos si se asocian principalmente al 

proceso de fibrosis, sin embargo, en procesos autoinmunes, la asociación con antígenos del SPH es más 

heterogénea y por tanto, es dificil definir si realmente dichos antígenos solo se asocian al fenómeno 

autoinmune. 

Desafortunadamente no existen trabajos de familias que nos permitan definir la asociación de 

estos haplotipos extendidos con alguna enfermedad. En nuestra población nosotros reportamos la 

presencia de 3 haplotipos extendidos en pacientes con síndrome de antifosfolipido primario, estos 

haplotipos incluían al HLA-DR5 y al HLA-DR4 pero incrustados en dos haplotipos diferentes a los 
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detectados en Jos pacientes con escleroderma. estos haplotipos fueron el 

A2,B21,DR5,DQw3,DRw52,SC3J y el A2,B35,DR4,DQw3,DRw53,SC31 (~9). 

Es importante hacer notar que la distribución de los haplotipos exrendidos en Jos pacientes con 

escleroderma difusa y sindrome de CREST es diferente, en el primer grupo, los haplotipos extendidos 

se localizan en ambos cromosomas estableciendo un tipo de homocigocia para dichos haplotipos 

extendidos o segmentos. Por otro lado, en los pacientes con sindrome de CREST los haplotipos parecen 

estar localizados unicamente en uno de los cromosomas. Este punto implica que Ja homocigocia para 

estos haplotipos lleva a una forma grave de Ja enfermedad, mientras que el rener solo uno de estos 

haplotipos extendidos implica una forma limitada de dicha enfermedad. 

La asociación de estos haplotipos extendidos con Ja enfermedad puede orientarse a dos formas 

de participación: la primera implica la existencia de un gen real de susceptibilidad incrustado en esos 

haplotipos y que segrege en desequilibrio de unión con dichos haplotipos. Este gen pude ser uno del 

sistema HLA no de rectado o un gen no HLA. La segunda forma de participación implica la acción 

directa de estos haplotipos dada por el efecro que tienen estas moleculas (principalmente las clase II) 

en dos fenómenos muy imporcantes de la respuesta inmune, esros fenómenos son Ja selección del 

repertorio de la célula T y la presentación antigénica, ambos involucrados en el desarrollo de la 

tolerancia y por ranro de Ja autoinmunidad. Estas moléculas heterodiméricas clasicamente son de 5 

tipos dependiendo de las cadenas que se combinen (DPc>/3, DQct/3, DRct/31 , DRct/33 , DRct/34), sin 

embargo, puede haber formación de moléculas hibridas por complementación cis (combinación de 

cadenas de diferente isotipo pero localizadas en el mismo cromosoma) o por complementación trans 

(combinación de cadenas de igual o diferenre isotipo pero localizadas en diferentes cromosomas). Estas 

moléculas híbridas se han asociado a enfermedades autoinmunes como la enfermedad céliaca (26) y 

Ja diabetes mellitus insulina dependiente (68). La presencia de haplotipos e.xrendidos en ambos 

cromosomas en los pacientes con escleroderma difusa implicaría la formación de estas moléculas 

híbridas por complementación !qns para Jo cual se combinaría una cadena de un haplotipos con una 

del otro haplotipo. Por su parte, en el síndrome de CREST Ja presencia de solo un haplotipo extendido 
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implicaría la formación de una molécula hibrida por complementación ill requiriendose por tanto solo 

un haplotipo. Debido a lo anterior, Ja selección del repertorio de la célula T y la presentación 

antigénica que realizarían estas moléculas en los pacientes sería diferente a Ja realizada por una 

molécula no híbrida en sujetos sanos, implicando por tanto, alteraciones generales a nivel de Ja 

respuesta inmune. 

Un punto que ayudaria a entender como es la patogénesis y la genética de la escleroderma es 

el estudio de los modelos animales, estos modelos han sido revizados y se sabe que existen tanto 

espontáneos como inducidos, cada modelo imita en parte ciertos aspectos de la enfermedad como son 

el inflamatorio, el inmunológico y el fibrótico. Los modelos más extensamente estudiados son el del 

ratón mutado TSK/+ y el del pollo UCD-L200 (20), sin embargo, estos modelos han sido estudiados 

ampliamente desde el punto de vista de sus alteraciones clinicas y Jo que se requeriria en un futuro 

es ampliar estos estudios a los de genética formal para poder establecer de esta forma alguna 

asociación desde el punto de vista genético. 
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IX. CONCLUSIONES. 

1.- Nuestros datos sugieren que en pacientes mexicanos la predisposición a Escleroderma 

asociada al sistema principal de histocompatibilidad es conferida más que por un alelo independiente, 

por un grupo de alelos que constituyen un haplotipo. 

2.- En nuestro estudio detectamos 5 haplotipos posiblemente extendidos o segmentos de ellos 

que parecen conferir la susceptibilidad y a continuación se muestran en orden de frecuencia en los 

pacientes: 

a). A2,B35,DRS,DQw3,DR w52,SC3 J 

b). A2,BS ,DR4,DQw3,DRw53,SC31 

c). , ,DR 1 ,DQw l ,DR w53,SC3 I 

d). Al,Bl7,DR7,DQw2,DRw53,SC61 

e). Al, ,DR3,DQw2,DRw52,SC31 

La presencia de estos haplotipos extendidos o sus segmentos en el cromosoma homólogo parece 

ser fundamental para el desarrollo de susceptibilidad a la enfermedad. 

3.- La presencia de haplotipos extendidos en el cromosoma homólogo en pacientes con 

escleroderma difusa y síndrome de CREST parece distinguir a estos dos subtipos clínicos. En la forma 

difusa los haplotipos extendidos o segmentos se presentan en ambos cromosomas, mientras que en la 

forma limitada (CR EST) se localizan sólo en un cromosoma. 

4.- Parecen existir marcadores que definen el subtipo clínico de la enfermedad como es el caso 

de HLA-DRS que se presenta básicamente en la forma generalizada de la enfermedad y el HLA-B53 

que esta conferido al síndrome de CREST. 
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5.- De las moléculas clase Ílf el,alelo C41J* I f'el' complotipo FC3 I se encontraron 

significativamente elevados en los pacientes indicando qlle podrian participar en la fisiopatogenia de 

la enfermedad. 

6.- La asociacion del HLA-DR5 y del C4B*2 en escleroderma localizada y sindrome de 

Reynolds respectivamente, fue evidente, pero el bajo número de pacientes hace dificil establecer 

conclusiones claras. 
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