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1.1 RESUMEN
1.1.1 Objetivo Llevar a cabo una actualizacion del estado del arte acerca del
significado biolégico del polimorfismo del sistema genético Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (CMH).

Revisar la literatura relacionada con la asociacion de los antigenos de
histocompatibilidad en el humano (HLA ) y la susceptibilidad o resistencia al

desarrollo de la Artritis Reumatoidea Juvenil (ARJ).

Presentar un modelo hipotético para la comprension de la susceptibilidad genética

a desarrollar ARJ.

1.1.2 Fuente de Datos Las referencia bibliograficas que soportan este articulo se
obtuvieron a través de busquedas en las siguientes Bases de Datos: Pubmed,
Ovid, Ebsco. Inicialmente se encontraron 139 articulos, de los cuales se
seleccionaron 83. Se incluyd también informacion del desarrollo de un proyecto de
investigacion de nuestro Grupo “Polimorfismo molecular de los antigenos HLA en

ARJ” cod. Colciencias 1215-04-280-96.

1.1.3 Resultados  Artritis Reumatoidea Juvenil (ARJ) es la enfermedad mas

comun en la practica reumatologica pediatrica y la menos estudiada

inmunogenéticamente. A diferencia de la Artritis Reumatoide (AR) del adulto, la
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ARJ tiene ciertas variantes clinicas, lo que la hace mas interesante desde el punto
de vista genético (fenotipos). En su etiopatogenia, se han identificado varios
factores que en su conjunto explicarian el inicio y la perpetuacion de la respuesta
inflamatoria que afecta las articulaciones y tejidos vecinos, y que de no ser
controlados llegan a destruirlos. Tal como sucede en otras enfermedades
autoinmunes. La patogénesis de la enfermedad puede determinarse por
alteraciones a nivel de complejo trimolecular, constituido por: un antigeno putativo,

el receptor de linfocitos T y el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH).

Nuestro grupo durante los ultimos 4 afios ha estado estudiando la asociacion
entre ARJ y el polimorfismo de los alelos HLA DRB1* y DQB1* en nifios mestizos
de nuestro pais. Los resultados son congruentes con otros hallazgos descritos en
la literatura por diferentes grupos de investigadores. En la serie de pacientes
estudiados por nosotros se encontrd, que los alelos HLA DRB1* 1104, HLA*0701
y HLA*1602, estan asociados a la susceptibilidad de desarrollar ARJ, ademas
nuestros datos muestran que los alelos HLA DRB1* 1501 y HLA DQB1* 0602

estan claramente asociados con proteccion.

Es importante resaltar que todos los alelos asociados a susceptibilidad comparten

el amino &cido Asp en la posicion 70 y aquellos que se muestran como

marcadores de proteccién, contienen GIn en la misma posicion.
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1.1.4 Conclusion La informacion obtenida de la literatura y los hallazgos
encontrados en nuestra serie de pacientes colombianos, son relevantes e
importantes, dado que desde el punto de vista molecular, a nivel de la
presentacion antigénica, el aminoacido en la posicion 70 en el motivo 67 a la 73,
a nivel de la molécula HLA podria activar células TH1 o TH2, las cuales estarian
comprometidas en el inmunopatologia de esta entidad. Otros factores genéticos
y/o ambientales en asocio con estas caracteristicas moleculares, expresadas a
nivel de la molécula HLA, comprometida en la presentacion antigénica, podrian
interactuar y su resultado estaria influenciando el desarrollo y la expresion de la

ARJ.

1.1.5 Palabras claves Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), Artritis

Reumatoide Juvenil, HLA y ARJ.

1.2 GENERALIDADES

La Inmunogenética utiliza herramientas de la Inmunologia y de la Biologia
Molecular para definir a los genes de la respuesta inmune y a sus productos, los
antigenos HLA. Los avances tecnolégicos para la identificacion del gran
polimorfismo de los genes han permitido cada vez mas asociar sistemas
genéticos y sus productos a la susceptibilidad y /o resistencia a enfermedades. De
hecho, hace mas de 20 afios se descubrio la asociacion de los antigenos HLA con
diferentes enfermedades. Hoy se han descubierto mas de 60 entidades clinicas

asociadas a HLA y en diferentes grupos étnicos (1-2).
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Artritis Reumatoidea Juvenil (ARJ) es la enfermedad mas comun en la practica
reumatoldgica pediatrica y la menos estudiada inmunogenéticamente. A diferencia
de la AR del adulto, la ARJ tiene ciertas variantes clinicas, lo que la hace mas

interesante desde el punto de vista genético (fenotipos) (3-5).

En Colombia, Sur América, son escasos, sino ausentes, los trabajos realizados
en el analisis de esta entidad. Sd6lo existen dos resimenes, uno presentado en un
Congreso de la Sociedad Colombiana de Reumatologia (6). El otro en 1999 en el
Congreso de la American College of Rheumatology (7). La enfermedad de por si,
es poco conocida en el pais. De ella no se conoce su prevalencia ni su frecuencia,
como tampoco su morbilidad. Actualmente no existe un registro médico Nacional
que articule y aune los esfuerzos encaminados al mayor conocimiento del

padecimiento.

En su etiopatogenia, se han identificado varios factores que en su conjunto
explicarian el inicio y la perpetuacion de la respuesta inflamatoria que afecta las
articulaciones y tejidos vecinos, y que de no ser controlados llegan a destruirlos.
Este proceso inflamatorio puede originar trastornos del crecimiento. Igualmente,
esta inflamacion cronica determina grados variables de retardo pondoestatural,
retardo puberal, osteoporosis y anemia (8-9). Tal como sucede en otras
enfermedades autoinmunes, la patogénesis de la enfermedad puede determinarse

por alteraciones a nivel de complejo trimolecular, constituido por: un antigeno
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putativo, el receptor de linfocitos T y el Complejo Mayor de Histocompatibilidad

(CMH) (10).

ARJ corresponde a un grupo heterogéneo de cuadros clinicos con
manifestaciones cronicas que varian en morbilidad. Es una artropatia inflamatoria
cronica que afecta diferentes articulaciones en nimero y lugar diferente. Puede
producir manifestaciones extraarticulares, predominando éstas Ultimas en el
cuadro clinico de ARJ sistémica. Esta Ultima se caracteriza por fiebre prolongada,
rash evanescente, serositis y visceromegalia. Es frecuente la afeccion del ojo.
Este proceso inflamatorio intraocular es usualmente subclinico y puede determinar
mas secuelas que la misma artritis, tal y como sucede en la forma temprana de

ARJ oligoarticular y en la forma monoarticular .

1.3 CLASIFICACION CLINICA

Por definicién el inicio de la enfermedad ocurre antes de los 16 afios de edad y

esta clasificada en tres grupos clinicos: ARJ oligoarticular, ARJ poliarticular y ARJ

sistémica (11-14). El diagnostico es basicamente clinico, no hay examenes

paraclinicos que permitan el diagnéstico definitivo de la misma. ElI Colegio

Americano de Reumatologia (14) establecio en 1977, los siguientes criterios

diagnésticos:

e Artritis con una duracibn mayor de 6 semanas; derrame articular, signos
indirectos de artritis tales como calor local, dolor a la palpaciéon y movilizacion

de la articulacion, asi como pérdida funcional de la misma.
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e Segun el modo de inicio debe clasificarse en: oligoarticular (menos de 5
articulaciones), poliarticular (mas de 5 articulaciones) y sistémica (en donde
predominan las manifestaciones extraarticulares).

¢ Instalacion del cuadro clinico antes de los 16 afios.

A continuacion y en breve se describen los subgrupos clinicos:

1.3.1 ARJ Oligoarticular Se define como ARJ oligoarticular al cuadro clinico de
inicio temprano (antes de los 6 afios). Usualmente se presenta en pacientes del
sexo femenino con compromiso ocular (Iridociclitis). La forma benigna es mas
frecuente que todos los otros subgrupos de artritis reumatoidea juvenil. La de
inicio tardio puede presentar evidencia de compromiso axial y por esta razoén,
algunos autores consideran que corresponden mas bien a la forma juvenil de

espondiloartropatia.

1.3.2. ARJ Poliarticular Este subgrupo clinico se clasifica en seropositivo 0
seronegativo, dependiendo de la presencia o ausencia de factores reumatoideos.
Las seropositivas tienden a desarrollar formas mas persistentes de artritis, ser
erosivas y presenta nodulos reumatoideos. En este subgrupo también se
presentan otras complicaciones observadas en la artritis reumaotidea del adulto.

1.3.3. ARJ Sistémica Las manifestaciones extraarticulares predominan en este
cuadro clinico, no siempre se presenta compromiso inflamatorio articular al inicio
de la enfermedad. El diagnéstico diferencial puede ser muy dificil y debe ser

exclusion en todo caso del sindrome febril prolongado. EI compromiso articular
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puede ser muy variable, sin embargo las formas persistentes de artritis tienden a

ser muy destructivas y de tipo poliarticular.

El compromiso ocular puede presentarse en las tres formas de ARJ, pero es mas
frecuente en el subgrupo oligoarticular, al punto que debe ser investigado
rutinariamente en todos los pacientes mediante un examen oftalmoldgico
periddico. Caracteristicamente es un cuadro subclinico y la severidad de las
secuelas estd asociado a la cronicidad del proceso inflamatorio intraocular no
controlado. Cataratas, pérdida visual, glaucoma, son los signos mas frecuentes.
Adicionalmente, puede haber dicotomia entre la severidad de la artritis y la uveitis.

La frecuencia de esta complicacion esta entre el 20 y 70% (15).

1.4 EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (CMH)

El CMH se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 6. Ocupa un
segmento de aproximadamente 3500 kb (3.500.000 bases) de ADN. Dentro de
este complejo se ubican un conjunto de genes que codifican y controlan la sintesis
de glicoproteinas de membrana celular, las cuales se expresan en las diferentes
poblaciones de células inmuno competentes. Este sistema protéico se denomina
sistema HLA (Sistema de Antigenos de Leucocitos Humanos) tiene una
caracteristica de suma importancia y es la presencia de un desequilibrio de enlace
entre alelos de un loci, lo cual se manifiesta en el hecho de que dichos alelos se
hereden juntos en forma preferencial. El desequilibrio de enlace génico puede ser

consecuencia de la seleccion natural entre una combinacién génica especifica.
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También puede ser debido al hecho de que la poblacién esta en un estado de
transicion y no ha alcanzado aun el equilibrio. Estos genes codifican para la
expresion de los Antigenos HLA clase | y HLA clase Il denominados HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-E, HLA-F, HLA- G HLA-D, HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ.
Igualmente se encuentran los genes HLA clase Il que gobiernan la sintesis de los
factores del Complemento como son C2, C4A y C4B de la via clasica y el factor Bf

de la via alterna (16) (Figura 1).
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Figura 1. Cromosoma 6, organizacion de los antigenos HLA clase |y clase Il.
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343:702-9.

1.4.1 Genes MHC Clase I. Estructuray funcién Estos genes codifican
para la expresion de una serie de moléculas presentes en la superficie de
las células nucleadas. Estas moléculas son glicoproteina de membrana
(cadena pesada de peso molecular de 44k) que se asocian a un segundo

polipéptido denominado beta 2-microglobulina (de peso molecular 12 K), la

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003
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cual es codificada por otro cromosoma. Cada cadena pesada puede ser
dividida en regiones: tres dominios extracelulares (cada uno de
aproximadamente 100 aminoacidos de largo), una region de
transmembrana y una cola citoplasmética. Cada cadena pesada es
inicialmente sintetizada con un péptido endégeno en su amino terminal.
Este péptido es removido del polipéptido durante el transporte a la
superficie celular y no se le encuentra en la proteina madura (16) (Figura

2).

Los loci de clase | son muy similares entre si. Las secuencias que identifican un
alelo del locus A de un alelo del locus B o C estan localizados en el primer exén, o
en los exones localizados en el 3" del gen (que codifican las regiones de

transmembrana y citoplasmatica) o en los intrones que separan a los exones.

Cada exon dentro de un gen codifica una region especifica de la cadena pesada
clase I. En los alelos de Clase |, los exones segundo y tercero que codifican el
primer y segundo dominio de las cadenas pesadas, contienen la mayoria de las
diferencias alélicas. Existen tres moléculas de Clase | denominadas HLA-A, HLA-B
y HLA-C, las cuales presentan los péptidos a los linfocitos T CD8. Una
caracteristica fundamental de las moléculas de Clase | es su enorme polimorfismo
poblacional. Actualmente, el uso de anticuerpos monoclonales permite una mayor
exactitud para la determinacion de subtipos HLA. El comité de nomenclatura HLA

de la Organizacion Mundial de la Salud realiza talleres Internacionales de
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Histocompatibilidad para definir especificidades para los diferentes Locis. Se dice
que existen mas de 30 alelos distintos para la molécula HLA-A, mas de 60 para la
HLA-B y mas de 15 para HLA-C. La expresion de éstas moléculas es
codominante, por lo que la mayoria de los individuos son heterocigotos. Cada
célula de un individuo expresa por lo menos tres diferentes moléculas de clase I,
HLA-A, HLA-B y HLA-C. Estas moléculas son muy similares entre si. Hay
aproximadamente entre 0.5 y 1 millén de moléculas de clase | en la superficie de
una célula. Es un loci altamente polimérficos. La designacion es dada por
nameros. Por ejemplo, A*0202 y A*0301 son alelos del locus HLA-A. B*2701 es un
alelo del locus HLA-B. Existen alelos nulos o no expresados el cual sé identifican

con la letra “N” en el nombre del alelo, por ejemplo, A*2411N (17).

1.4.2 Genes MHC Clase Il. Estructura y Funcion Los genes que codifican las
cadenas alfa y beta de las proteinas de clase Il estan localizados uno cerca del
otro, se ubican cerca al centrémero en la siguiente secuencia: DP, DQ y DR. Otros
genes también ubicados en la misma region, no presentan productos génicos

como los SX, DZ, DO, DXy DV (18).

Estas glucoproteinas estan constituidas por un heterodimero, con una cadena o
de 229 aa (32-34 KD) y una 3 de 237 aa (28-29 KD), unidas no covalentemente.
Cada cadena posee dos dominios globulares externos, con puentes de disulfuro

intracatenarios en ambos dominios de la cadena o. Durante su sintesis y
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transporte intracelular, el dimero aff se halla asociado a una cadena de 31 KD
llamada invariante. El complejo migra a través del aparato de Golgi y luego hacia
los endosomas, en donde el pH &cido liberaria la cadena invariante. Cada cadena
esta codificada por un gen respectivo en el sistema HLA, denominados DRAal/
DRp1, DQal/DQB1 y DPal/DPB1. Algunos individuo expresan ademas productos
denominados: DRw52, DRw53 o DRf51, donde la cadena DRa es igual a la que
esta presente en las moléculas HLA-DR y la cadena B es producto de un gen

denominado DR33, DRB4 o DR5 .

La informacidon de un gen en particular no se localiza en una sola porcion de pares
de bases sino que se encuentra en multiples segmentos de ADN de doble banda
llamados exones. Estos segmentos, a su vez, son separados por segmentos de
ADN interpuestos llamados intrones. El conjunto entero de exones que contiene la
informacién codificante para una cadena polipeptidica completa constituye un gen.

La estructura dominante de las proteinas de clase Il es un reflejo del arreglo exdn/
intron de los genes a nivel del DNA. Los genes de la cadena a contienen 5

exones, el primero codifica la sefial de secuencia, el segundo el dominio
extracelular al, el tercer exdn codifica el dominio extracelular a2, el cuarto la
porcion transmembrana y la cola citoplasmatica y el quinto codifica la region 3'UT.
Los genes de la cadena [} tienen un arreglo idéntico excepto para la cola
citoplasmaética la cual es codificada por el exén 5 separada de la region 3'UT por

24 pb, cerca del ex6n 6. Los genes a y f3 de los diferentes subgrupos difieren
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significativamente en la longitud de sus intrones. La subregion DR es Unica entre
los antigenos HLA clase I, la organizacién de los genes de la cadena  no es la
misma para todos los haplotipos. El gene de la cadena o es virtualmente invariable

(19).

El polimorfismo de los antigenos de HLA clase Il tienen un significado fundamental
en la funcion de las moléculas de HLA clase Il con relacién a la restriccion inmune
de las interacciones celulares. Los residuos polimorficos de los antigenos de clase

Il estan principalmente localizados en el dominio externo NH2-terminal de la
cadena J3, codificada por el segundo exén (20). Las expresiones alélicas de los

antigenos HLA-DR y DQ representan numerosas especificidades y estan

determinadas primariamente por las variaciones alélicas en el segundo exén de
los genes DRPB1 y DQP1 respectivamente (21). Mas aln, los epitopes celulares

definidos que contienen las especificidades HLA DW estan en la mayoria de los

casos correlacionados con las variaciones alélicas en el mismo exon del gene DR

B1 (22). Los alelos HLA clase Il, se definen inicialmente por las letras de cada

subregion DR, DQ o DP, a continuacién LA letra o o 3 de acuerdo a la cadena a

la cual codifican, luego los dos digitos indican el subtipo y los dos siguientes
indican el numero cronoldgico respectivo por ejemplo, el alelos HLA DRB1*0403

pertenece a la especificidad DR4 y subtipo genético 0403.
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El polimorfismo localizado en el exén 2 de los cuatro genes DR[} expresados,

estan restringidos a tres regiones hipervariables en las posiciones de los
aminoacidos 9-13, 26-33 y 67-74. Entre los genes de HLA Clase Il estas
variaciones estructurales son la clave de las diferencias funcionales en el
reconocimiento inmune, del fendmeno de presentacion antigénica lo que conlleva
a la inmunomodulacion de la respuesta inmune, al procesamiento y presentacion

de epitopes inmunogénicos y la susceptibilidad o resistencia a la enfermedad (16).

Las moléculas HLA clase Il se encuentran en la superficie de las células del
sistema inmune como linfocitos B y macréfagos, (células presentadoras de
antigenos que juegan un papel fundamental en el reconocimiento de antigenos
foraneas). Cada célula del sistema inmune de un individuo expresa tres
diferentes tipos de moléculas de clase I, HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.
Estas moléculas son muy similares entre si y se estima que hay entre 0.5y 1

millén de moléculas de clase Il en la superficie celular.
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Figura 2. EstructuraHLA clasel - I1.

Tomado de: Klein J. Sato A. The HLA system. First of two parts. N Eng J Med 2000;

343:702-9.

1.4.3 El papel bioldgico de los Antigenos HLA La expresion de las moléculas
de Clase | y Clase Il en la superficie de la célula es un proceso complejo que
contempla la sintesis, el procesamiento, el transporte y la secrecion de ellas. La
ruta de biosintesis presenta una regulacién ontogénica precisa, a la vez que esta

sometida a la modulacion por interferén y por la disponibilidad y procesamiento del
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propio antigeno que ha de ser presentado. En el contexto de esta regulacion,
tiene particular interés la modulacién de la expresion de los antigenos del CMH por
virus y oncogenes. Por su parte, las moléculas de clase |, presentan antigenos
endogenos procesados, bien como sefiales de identidad, que en situaciones
patolégicas se comportan como extrafios, dando lugar a las enfermedades
autoinmunes, o bien como antigenos que se expresan como resultado de un

proceso patogénico (Infeccidn viral o transformacion maligna) (23).

Las moléculas de clase Il presentan en cambio, antigenos exdégenos procesados y
capturados previamente, bien de manera inespecifica por los macrofagos o de
manera especifica mediante las inmunoglobulinas de la superficie de las células B.
Por otro lado esta molécula estabiliza el heterodimero durante el procesamiento
de ambas estructuras en el sistema de Golgi durante su recorrido hacia la

superficie (24); acontecimiento que es igualmente valido para los HLA clase I.

Las moléculas del CMH de Clase | se presentan como marcadores universales
sometidos a la vigilancia de los linfocitos T CD8. Por otra parte las moléculas HLA
Clase 1l se expresan exclusivamente en células relacionadas con el sistema

inmunoldégico, cuya vigilancia corresponde a los linfocitos T CDA4.

La susceptibilidad a una gama de enfermedades esta asociada a los genes del

Complejo Mayor de Histocompatibilidad, y a sus productos fenotipicos (antigenos

HLA). La asociacion entre la expresion de un antigeno particular HLA y una
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enfermedad no es muy clara para todas ellas. No todos los individuos con una
enfermedad dada tienen el antigeno HLA asociado y la mayoria de la poblacion
que presenta el antigeno en cuestion no tiene asociada la enfermedad. Una
explicacion de lo anterior es que hay una penetrancia incompleta del rasgo

controlado genéticamente (25,17).

Otras explicaciones posibles son:
e La asociacion observada es debida a un gen estrechamente ligado en un

desequilibrio de enlace con el gen del antigeno HLA identificado.

Existe una heterogenicidad adicional de los antigenos HLA que no se ha

detectado y solo ciertas variantes llevan el riesgo de enfermar.

Epitopes relevantes son compartidos entre alelos diferentes del mismo loci 6 de

locis diferentes.

La asociacion de la enfermedad con diferentes antigenos puede caracterizar

diferentes subclases del estado de la enfermedad.

El proceso de la enfermedad puede ser debido a la interaccion de otros productos
génicos codificados en o fuera del complejo HLA. La diversidad del sistema HLA
representa ventajas diferenciales asociadas con numerosos alelos en diferentes
nichos ecoldgicos, y presenta una ventaja selectiva que se incrementa con el
estado heterocigoto (25).Las asociaciones del sistema HLA se demuestran

mediante el incremento o la disminucién de las frecuencias de un alelo HLA en la
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enfermedad objeto de estudio, comparandose con la frecuencia del mismo

marcador en individuos sanos pertenecientes al mismo grupo étnico (26).

1.5 ASOCIACION HLA Y ENFERMEDAD

Los primeros estudios sobre HLA y enfermedad, se realizaron en relacién con la
susceptibilidad a las patologias infecciosas. Teniendo en cuenta, que la capacidad
de reaccion a diferentes tipos de patogenos esta determinada genéticamente, los
elementos basicos para desencadenar una respuesta inmune pueden ser factores
determinantes en el desarrollo de estas enfermedades. En este caso, como los
antigenos HLA son los primeros elementos en entrar en contacto con los péptidos
o moléculas derivadas de patdgenos, el repertorio de un individuo puede estar a
favor o no de iniciar una adecuada respuesta que confiera resistencia y/o una
respuesta inadecuada que confiera susceptibilidad (27). Los estudios
epidemiologicos apuntan a la existencia de factores dependientes del sistema
HLA, sumado a la interaccion con otros elementos, que estan Implicados en la
predisposicion a ciertas patologias. Por otra parte, los antigenos HLA deben
presentar péptidos enddégenos que deben ser reconocidos como propios para no
desencadenar respuestas andmalas. Alteraciones en la composicién de péptidos
endogenos, asi como también alteraciones en el posible aprendizaje del
reconocimiento de lo propio, pueden estar relacionadas con el establecimiento de
una respuesta inmune anormal contra elementos propios y la presencia de

enfermedades autoinmunes.
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Al buscar el verdadero papel bioldgico del MCH, se iniciaron las investigaciones de
genes de susceptibilidad HLA en enfermedades de etiologia obscura y en cancer.
El hallazgo de la asociacion intensa entre el B27 y la espondilitis anquilosante en
los aflos 70 desencadend el estudio del papel del CMH en la expresion de la
enfermedad. Actualmente hay mas de 70 entidades clinica en las que esta
confirmado el fondo genético HLA y lo publicado hasta 1985 en las diferentes
poblaciones ha sido elegantemente revisado por Tiwari y Terasaki (5). El progreso
es espectacular y los mecanismos moleculares se empiezan a aclarar. Dichas
enfermedades se pueden clasificar en:

e Padecimientos con alteraciones inmunoldgicas de cualquier naturaleza
(inmunodeficiencias, autoinmunes, alérgicas, etc.) relacionadas con genes
DR, DQ o DP, a excepcion de las primeras que lo estan con los genes de
clase I.

e Enfermedades metabdlicas y deficiencias de complemento
(hemocromatosis, hiperplasia suprarrenal, deficiencias de C2, C4), que se
deben a la alteracién o deleccion de un solo gen.

e Tumores malignos soélidos o hematologicos que dependen del locus A y/o
de la clase II.

¢ Enfermedades infecciones y parasitarias que pueden tener participacion de

clase | o de clase II.

Dentro de estas categorias caen los padecimientos hemato-oncoldgicos,

inmunodeficiencias, reumatoldgicos, nefrologicos, oftalmoldgicos, autoinmunes,
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endocrinolégicos y sistémicos, digestivos, neurologicos, dermatolégicos. Valga
sefalar que en muchas de las enfermedades con etiologia infecciosa evidente,
también se ha confirmado el papel del complejo HLA tanto en la proteccion

como en la susceptibilidad, estos aspectos se abordaran a continuacion (28).

En 1973 se publicaron dos trabajos claves en los que se informd una asociacion
de la Espondilitis Anquilosante (EA) con el HLA-B27 (29,30). Desde entonces ha
sido evidente las asociacion del B-27 con las siguientes enfermedades: EA,
Sindrome de Reiter, Uveitis anterior aguda, Artritis Reactiva, Artropatia Psoriatica,
Sacroileitis y en general cualquier procedimiento que este involucrando las
grandes articulaciones (30), la asociacion ocurre en todos los grupos étnicos vy la
mas intensa es con la EA. Es importante mencionar que la distribucion geogréafica
de la EA corre paralela con la distribucion del B-27. La prevalencia es alta en
Caucésicos, intermedia en grupos del Medio Oriente, baja en Orientales y ni la EA

ni el B-27 existen en aborigenes Australianos o en negros Africanos.

Un gran numero de enfermedades autoinmunes han sido asociadas con los alelos

HLA-DR. Sin embargo, debido al fuerte desequilibrio de enlace entre los exones

DRP1*y DQPB1*, no se puede excluir la asociacién de la enfermedad con los alelos

HLA-DQ. Con el advenimiento de las sondas de DNA y el desarrollo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), asi como el andlisis de los

Polimorfismos en Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) para
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amplificar secuencias especificas de DNA, se han podido clonar y secuenciar

muchos de los alelos involucrados en una enfermedad, como es el caso de alelos

DQa y P para pacientes con Diabetes tipo | (31).

En otro aspecto importante del estudio de los genes HLA, se ha considerado el
papel de estos genes en el origen y desarrollo de las enfermedades auto inmunes.
En este caso, los genes HLA estarian reconociendo como "no propios" a
elementos del organismo que no fueron "aprendidos” correctamente durante la
etapa de aprendizaje intratimico o que han sido modificados por patologias
organicas propias y por lo tanto se genera una respuesta autoinmune (32).
Enfermedades autoinmunes como por ejemplo, la Artritis Reumatoide, la Diabetes
Mellitus tipo I, la Espondilitis Anquilosante y, el Lupus Eritematoso Sistémico entre
otras, son patologias en las cuales se ha estudiado el papel que ejercerian los

genes HLA en su etiologia y también en su prondstico y desarrollo.

La Diabetes Mellitus Insulino Dependiente (DMID), Tipo I, esta asociada a los
antigenos de histocompatibilidad HLA-DR3 y HLA-DR4. Dependiendo de las
poblaciones estudiadas los genes HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0301 vy
DQB1*0201 en poblacién Caucasica, se encuentran asociados a esta enfermedad.
Se puede decir que los genes HLA, son responsables hasta de un 60% de la base
genética para la DMID. Ademas, en esta enfermedad también se ha descrito

posibles alelos protectores como es el caso de los genes DQB1 *0602 y
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DRB1*1001, que han sido demostrados a través del andlisis de estudios de

secuenciacion su papel en la proteccidn contra esta patologia (33, 34).

Algunas posiciones aminoacidicas como: Arginina en la posicion 52 de HLA-DRB y
Aspartico en la posicion 57 de HLA-DQB, se consideran factores de riesgo para
DMID, en forma contraria Glutdmico en la posicion 57 de DQB se considera

protector (35, 33, 36,37).

Existen numerosas patologias que muestran asociacion con los genes HLA.
Algunas de ellas tienen marcadores estrechamente relacionados como son la
Enfermedad Celiaca y los alelos HLA-DQ2, la Narcolepsia que cursa en el casi
95% de los casos con alelos HLA-DR2, DRB1*1601, DRB1*1502 y la Psoriasis
asociada a HLA-Cw*0602 (37). La Tabla 1, muestra una lista de algunas
patologias que han sido asociadas a los antigenos HLA.

La asociacion de los genes HLA a enfermedad, se ha postulado a través de varios

mecanismos fisiopatologicos entre los cuales se consideran:

1.5.1 El mimetismo molecular Consiste en el evento mediante el cual se
produce una reaccién cruzada entre antigenos microbianos y autoantigenos que
origina una respuesta inmune andémala. En la enfermedad Espondilitis
Anquilosante (EA), se ha observado que anticuerpos contra la Klebsiella Cruzi
patdgeno causante de procesos infecciosos en el tracto intestinal reaccionaban

contra aquellos pacientes HLA-B27 positivos. Otros experimentos han encontrado
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ademas, que anticuerpos monoclonales dirigidos contra HLA-B27, reconocen
antigenos expresados por microorganismos tipo Klebsiella, Salmonella, Shiguella 'y
Yersinia. En este mismo sentido, se postula que el antigeno HLA- B27, puede
presentar péptidos derivados del tejido vertebral que guarden similitud con
péptidos de algunos de los agentes infecciosos mencionados y se establezca una

reaccion cruzada en los individuos afectados.

1.5.2 Presentacion de autoantigenos En condiciones normales, durante el
desarrollo del tejido linfoide en la etapa embrionaria, los linfocitos T deben realizar
un aprendizaje para reconocer los antigenos propios de cada organismo. La
posibilidad de una falla inicial en este proceso, como la posibilidad de antigenos
gue hayan permanecido "aislados" durante un tiempo y luego expuestos a los
antigenos HLA y/o una modificacion tardia de los elementos propios puede ser la
causa de la generacién de una presentacion de autoantigenos por parte de las

moléculas HLA.

1.5.3 La molécula HLA como receptor de virus Los sistemas de entrada de un
virus al interior de la célula, necesitan de un elemento receptor que permita su
union a la superficie celular para posterior endocitocis. El receptor, debe reconocer
y aceptar a los virus con cierta especificidad de acuerdo al patron de restriccion
existente en cada tipo de receptor. Los antigenos HLA, se han propuesto como
elementos capaces de funcionar como receptores como en el caso del Adenovirus

tipo 2 que se une a moléculas HLA clase I.
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Otras moléculas también actian como receptores virales, CD3 interacciona con el
virus de Epstein-Barr y la molécula CD4 es el receptor para el virus HIV (38). En
estos casos ya sea como receptor directo y/o mediante la interaccion con otras
moléculas como CD4, las moléculas HLA pueden intervenir como elementos de
restriccion o mediador para la generacion de una respuesta inmune adecuada;
aqui los diferentes alelos podrian actuar como elementos de proteccion y/o

susceptibilidad para determinadas infecciones virales.

De otra parte los genes del sistema HLA tienen un papel preponderante a nivel
de las interacciones fisiolégicas del sistema inmune. Se ha establecido que
muchos antigenos foraneos son reconocidos por el sistema inmune cuando se
asocian con los productos del CMH. Sin embargo, el genotipo del CMH de la
célula blanco puede limitar este reconocimiento, fendmeno conocido como

restriccion del CMH (30,39).

La fuerza de una asociacion se expresa en términos de Riesgo Relativo (RR), que
indica cuantas veces la enfermedad se expresa en un individuo con un
determinado marcador HLA en relacién con un individuo en quien no exprese

dicho marcador. Un riesgo relativo mayor de 1 indica una relacidon positiva con

dicho marcador. La mayoria de las patologias se asocian con antigenos HLA

Clasel o HLA Clase|l. Ellas pueden mostrar relacion con autoanticuerpos
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y células inflamatorias como es e caso de la Myastenia Gravis, Artritis
Reumatoidea y Diabetes Juvenil (Tabla 1) (30). En las enfermedades
asociadas a la clase | se presenta una respuesta de linfocitos T citotoxicos
mientras que en las enfermedades asociadas a la Clase Il se involucran
linfocitos T ayudadores (40).

Tabla1l. Antigenosde Leucocitos Humanos (HLA) ligados a Enfermedades

ENFERMEDAD ALELO
Artritis Reumatoidea DR4, DR3-DRB1*0404, DRB1*0401
Espondilitis Anquilosante B27
Enfermedad de Reiter B27
Uveitis Aguda B27
Fiebre de Ambrosia B7
Psoriasis Vulgar B13, B17, B37,Cw*0602
Hiperplasia Adrenal Congénita B5
Hepatitis Autoinmune crénica B8, DRw3
Miastenia Gravis B12
Dermatitis Herpetiforme Dw3, Drw3
Enfermedad Celiaca Dw4, DQ2
Diabetes Juvenil Insulino Dependiente DR3 , DR4
Pemphigus Vulgaris DR4
Narcolepsia DR2
Arteritis de Takayaso DR2 , DR3
Lupus eritematoso Sistémico DR3, DR2
Tuberculosis B8, B15, B5, DR5, A2, B18, B35, B27,
Tiroiditis de Hashimoto DR5
Esclerosis Mdltiple DR2

1.5.4 Probable papel del polimorfismo de los Alelos HLA-Clase-Il en Artritis
Reumatoide Juvenil En las enfermedades autoinmunes del humano se ha
podido documentar una asociacion entre el polimorfismo de los alelos HLA-Clase |
y Clase Il con susceptibilidad a desarrollar dichas enfermedades. De hecho se ha

postulado que en las enfermedades hereditarias complejas y poligénicas, la
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respuesta inmune dirigida contra antigenos propios es crucial en la etiopatogenia
de la enfermedad, y que ésta respuesta estaria condicionada por una particular
expresion o rearreglo de los genes en un individuo. De esta forma, un alelo HLA
especifico podria favorecer la presentacion antigénica de un péptido artritogénico

a un repertorio de TcR predeterminado genéticamente (41).

A diferencia de la Artritis Reumatoide del adulto, la Artritis Reumatoide Juvenil es
una enfermedad heterogénea desde el punto de vista clinico, con un curso
variable, en la que se definen subgrupos clinicos claramente diferentes (42). El
componente genético en la patogénesis de Artritis Reumatoide del adulto ha sido
bastante investigado, a diferencia de la Artritis Reumatoide Juvenil, en el cual los
estudios al respecto no son concluyentes, sin embargo, es claro que los genes y
los mecanismos que condicionan la predisposicién y/o proteccion en ARJ son

diferentes (43).

ARJ es una enfermedad compleja, poligénica en la cual se han podido documentar
asociaciones no solo con los genes asociados al CMH sino también con muchos
otros marcadores tales como: Los genes promotores de IL-1,IL-6 e IL-10, TNF

alfa/beta y el polimorfismo de la region variable 6.1 de TcR entre otros (44).

Aunque las asociaciones mas consistentes y reproducibles han sido las descritas

con el polimorfismo de los genes CMH, los otros marcadores genéticos complican

el analisis de las bases genéticas de esta enfermedad. Ademas es evidente que
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no existen razones para suponer que ARJ sea diferente de las otras
enfermedades autoinmunes en las cuales se ha podido documentar varios
sistemas genéticos esparcidos por diferentes cromosomas asociados a la

susceptibilidad y expresion de la enfermedad (45).

A pesar de muchos estudios encaminados a asociar Antigenos de Leucocitos
Humanos y Artritis Reumatoide Juvenil (46), no esta claro aun, cudles de los
genes del CMH estan directamente involucrados en la patogénesis de esta
enfermedad. Ella, por ser una enfermedad heterogénea, hace mas compleja su
asociacion con los alelos HLA. Todos los estudios publicados han sido
desarrollados en pacientes caucasicos y anglosajones mas no en grupos étnicos

mestizos.

La ARJ es una enfermedad autoinmune caracterizada por inflamacion crénica de
la membrana sinovial, la cual produce una destruccion de la articulaciéon. En ella la
respuesta inmunitaria parece estar determinada en parte por el polimorfismo de
las moléculas Clase Il del CMH, por el Reconocimiento y la interaccion entre
péptidos artritogénicos con las moléculas de HLA Clase Il y el Receptor de
Células T CD4+ (TcR). El proceso Bioldgico iniciaria una cascada de eventos que
resultan en una respuesta inflamatoria, en una alteracion de la inmunorregulacion

y en su defecto, una respuesta autoinmune (3-4).
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Mucho se ha investigado e informado respecto a la asociacion entre antigenos
HLA y las diferentes formas de la enfermedad. También se han documentado
asociacion entre determinadas complicaciones de la enfermedad y la presencia o
ausencia (factor de riesgo o factor protector) de ciertos antigenos HLA. Sin
embargo, existen significativas variaciones entre este tipo de asociacion en los
diferentes grupos étnicos o incluso dentro de la misma poblacién caucasica. El
informe de varios familiares con Artritis Reumatoide Juvenil y de Artritis
Reumatoide Juvenil de gemelos idénticos, apoya también la existencia de
predisposicion genética como un factor importante en la patogenicidad de la

enfermedad (47).

Las mas fuertes asociaciones entre antigenos HLA y subgrupos de ARJ se han
encontrado en el subgrupo de ARJ oligoarticular. En la forma oligoarticular
también se han descrito asociaciones que permiten identificar inclusive subgrupos
que tienden a desarrollar formas severas de enfermedad. En la ARJ sistémica, se

han encontrado menos asociaciones y son también mas débiles (48).

Parece ser que los genes HLA Clase Il del CMH portan la predisposicion primaria
que afecta la Artritis Reumatoidea Juvenil Pauciarticular con Cuadros Clinicos de
Instalacion Temprana (EOPA-JRA). Haas JP y colaboradores (49), encontraron
una diferencia entre los datos de frecuencia y distribucion del subtipo DRZ*11 en
pacientes con y sin enfermedad ocular al compararlos con los publicados por

Melin Aldana y colaboradores (50) y las encontradas por ellos en la que no se
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detecté una asociacion significativa de DRB1*1101, *1102 y *1103 en ambos
grupos. Solo se observd una tendencia no muy significativa del DRB1*1104 en
pacientes sin enfermedad ocular (33%) Vs pacientes con enfermedad ocular

(22%). La frecuencia del DRB1*0801 no fué significativa (49).

En adultos con Artritis Reumatoide y Factor Reumatoide negativo (FR -), se
observa una menor frecuencia de expresion del Antigeno HLA-DR4. Sin embargo
en ninos que sufren de ARJ y presentan un FR negativo, la frecuencia del
antigeno HL-DR4 expresa una marcada disminucién. Por otro lado, los nifios con
ARJ y FR positivo, tienen una frecuencia incrementada del HLA-DR4, en forma
similar a la de los adultos con AR y FR (+). Estos conceptos permiten inferir que el
alelo HLA-DR4 es un factor de riesgo para la produccion de FR en ARJ y que
estos alelos asociados a los locis HLA-DQ o HLA-DP pueden ser responsables de
inhibir la produccién de Anticuerpos anti-lgG de naturaleza factor Reumatoideo.
De particular interés es el hallazgo descrito entre la asociacion del alelo HLA-DPf
1*0301 y la asociacion de FR positivo en nifios con AR (44).

Ciertas combinaciones de los alelos DRB1 y DPB1 son caracteristicas de sujetos
con ARJ pauciarticular y Factor reumatoide negativo. En pacientes sin Anticuerpos
Antinucleares e Iridociclitis Crénica se observé una disminucién de DRB1*0101/02
y DQa1*0101 (51). En un andlisis de los alelos DPB1 se mostr6é una disminucion

del alelo DPB1*0201 en pacientes con ARJ pauciarticular conforme a otros

reportes mencionados (52-55) y una disminucién del DPB1*0301 en aquellos con
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FR negativo y enfermedad poliarticular (56). Los pacientes con enfermedad severa
y FR positivo se encontro el DR1*0401 elevado en conjunto con una elevacion
del DRB1*04 en homocigotos (57). También encontraron que en nifios con ARJ
Poliarticular y FR negativo, estaban presentes simultaneamente los alelos DPf
1*0301 y DRB1*0801/03, confirmando una particular relaciéon con la enfermedad.
Con la poblacion Noruega no se pudo explicar este hallazgo como una expresion

de un desequilibrio de enlace (58).

El haplotipo HLA-DR5 y DR8 en heterocigotos dobles pueden representar una
forma de herencia pseudorecesiva de ARJ oligoarticular, especialmente cuando
se detecta en hermanos de los pacientes (56). Este epitope compartido podria

tener un papel importante en la patogenia de la enfermedad.

El subgrupo ARJ poliarticular RF+ clinicamente recuerda el cuadro clinica de AR
en el adulto. Este esta asociado con alelos HLA-DR4. Un analisis de
secuenciacion de estos alelos ha revelado un incremento en las frecuencias de
DRB1*0401 y *0404, en poblacion Caucasoide y del alelo DRB1* 0405 en
pacientes japoneses (59-61). Todo lo anterior refuerza el concepto de que ARJ
poliarticular RF+  estd estrechamente asociado desde el punto de vista
fisiopatologico y genético en el adulto. De hecho, la predisposicion genética de la
AR hoy esta plenamente demostrado, que esta asociada a los genes CMH clase |l

de algunos loci HLA DRB1. Lo anterior ha dado origen a la teoria del “Epitote
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Compartido”. En resumen, un grupo de aminoAcidos en la posicién del motivo ®” "

ubicado en la region alfa hélice del sitio unidn con el péptido artritogénico, define
un grupo de alelos HLA DRB1*04 estrechamente asociado con susceptibilidad al

desarrollo al AR del adulto (62-63-64).

1.6 UN MODELO MOLECULAR PARA EL ENTENDIMIENTO DE LA
SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL DESARROLLO DE ARJ

El analisis a nivel molecular de la asociacion de alelos del CMH en determinadas
enfermedades con etiologia auto-inmune, parece apoyar la hipétesis de que
segmentos polimorficos de varios productos alélicos, actuando en conjunto, son

responsables de la susceptibilidad o de la resistencia a desarrollarla (65).

Los mecanismos de asociacion entre AR y HLA-DR4 son un ejemplo. Se
empezaron a identificar primero por Cultivo de Mezcla de Linfocitos (66),
posteriormente por medio de técnicas moleculares se confirmd que existen 12

variantes alélicas (67). Estos alelos difieren entre si por uno 6 cinco a.a.

localizados entre los residuos 67 a 74 del dominio externo Petal de la cadena DR
B (68-69).
Ahora es evidente que ciertos subtipos de algunos alelos al nivel de los exones

HLA DRp1 condicionan la susceptibilidad a AR en caucésicos. Ellos son :

DRP1*0401, *0404, *0405, 0408 Los alelos DR[31*0402, DRP31*0403 y DRf

1*0407 parecen conferir resistencia al padecimiento. Estos datos indican que la
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variacion estructural en ciertos sitios de la cadena DRP1 y sus efectos en el

reconocimiento de los Linfocitos T, estdn muy relacionados con la

inmunopatogenia de AR(69). De ora parte, no esta claro aun si la asociacion

primaria de ARJ es con los alelos HLA- DR31 6 DQal o con la formacién de
heterodimeros responsables de los haplotipos DRB1/DQal cuando estos Ultimos

se asocian con la expresion de HLA-DR5 y HLA-DRw8 en éstos pacientes. Se

teoriza diciendo que probablemente el polimorfismo de los alelos DQP1 es menos
importante que la combinacién de los haplotipos DRB-DQa, dado que los genes
DRP1 definen el subtipo DR5 y Drw8 y los genes DQa se encuentran en
desequilibrio de enlace con los genes DRf. Posiblemente la secuencia de las

bases nucleotidicas de los genes DR[3 establecen la secuencia aminoacidica

requerida para la susceptibilidad a la enfermedad, de forma semejante como
ocurre en el modelo de la Diabetes Mellitus Insulino Dependiente, en el cual, el
cambio de un solo a.a. da una informacion importante, la cual contribuye
significativamente en la susceptibilidad a la enfermedad. Todd y col. en 1987
notaron que la susceptibilidad a la Diabetes Tipo | estaba directamente

relacionada con la ausencia en doble expresion o en forma "homocigota” del &cido

aspartico en la posicién 57 de la cadena 3 del DQ (Asp-57) (70).
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En los haplotipos diabetogénicos, el a.a. en la posicion 57 de sus alelos DQp1,

puede ser Alanina, Valina o Serina. A pesar de que varios estudios en Caucasicos
confirmaron esta observacion (71-72-29), han aparecido importantes excepciones,
como la presencia de Asp-57 en haplotipos DRw9, DR4 y DQwW9 en Japoneses
con Diabetes Tipo | (30-73) y aun en Caucéasicos heterocigotos DR4/DR1 y

DR4/DRWS (74).

Los resultados obtenidos en grupos étnicos no Caucasicos han revelado que
aungue la posicion 57 de DQJ} tiene gran importancia, es necesario considerar
igualmente la contribucion de la cadena DQa (75-77). Se ha sugerido que la
presencia de Arginina en la posicibn 52 de la cadena DQa (Arg-52) confiere

susceptibilidad a la Diabetes Tipo | (77) y esta relacionada a la expresion de un

heterodimero en la superficie de la célula compuesto de una cadena DQa con

Arg-52 y una cadena DQf que no lleva el Asp-57. Los mismos autores proponen

que la combinacién DQA1*0102/DQ31*0602 da proteccién dominante (78-29).

Todo lo expuesto ha justificado el uso de la oligotipificacion del DNA gendémico
amplificado por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y la interpretacion

de resultados obtenidos con el uso de tablas que listan la presencia de Arg-52 y

Asp-57 en los diferentes alelos DQA y DQP para expresarlos en forma de

“genotipos” DQA/DQP que serian SS/SS cuando se trata de haplotipos

homocigotos Arg-52+/Asp57-; o PP/PP o cualquiera de otras combinaciones
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posibles SP/PS, SS/PP, PS/PP etc (77). Como los haplotipos HLA-DR3 y DR5

generalmente se asocian al mismo alelo DQA1*0501, es indudable que los

heterocigotos DR5/DR7 presentan en trans cadena alfa del DR5 y cadena Peta

del DR7, el mismo heterodimero DQA1/DQf1 que el haplotipo DR3 presenta en

cis, se ha informado en posicion trans que el 90% de los pacientes con
enfermedad celiaca presenta DQ (79). A diferencia de las enfermedades
mencionadas hasta ahora, en la Esclerosis Mdltiple el antigeno HLA que confiere
susceptibilidad en caucasoides es predominante, el DR2 (80); aunque también
existe asociacion con DR4 y DRw6 (5), ain en Caucasoides, una tercera parte de
los pacientes son DR2 negativo, y en otros grupos étnicos, no existe la asociaciéon
con este antigeno. Por esta razdén se piensa que existen dos enfermedades
inmunogéneticamente diferentes: una Esclerosis esencialmente cronica

progresiva y otra con procesos de remision y recaida (5).

El 96% de los pacientes y el 60% de los controles presentan uno de dichos alelos
DQA1 y DQP1 mencionados arriba, lo que da un riesgo relativo de 13 (81). Se
sugiere que la Esclerosis Multiple pudiera estar asociada a determinados alelos
DQAl y DQP1 con residuos polimoérficos comunes, los cuales codificarian
heterodimeros DQ alfa-Beta tanto en cis como en trans, con capacidad similar

para unirse a péptidos encefalitogénicos y presentarlos a clonos especificos de

células T (82).
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Nuestro grupo durante los ultimos 4 afios ha estado estudiando la asociacion
entre ARJ y el polimorfismo de los alelos HLA DRB1y DQP1 en nifios mestizos

de nuestro pais. Los resultados hasta el momento encontrados son congruentes
con otros hallazgos descritos en la literatura por diferentes grupos de
investigadores. En la serie de pacientes estudiados por nosotros se encontré que
el alelo HLA DRB1* 1104, estuvo asociado a la susceptibilidad de desarrollar ARJ
ademas nuestros resultados muestran que los alelos HLA DRB1* 1501 y HLA

DQB1* 0602 estan claramente asociados con proteccion (Tabla 2) (83).

De particular interés resulta el hallazgo de que todos los alelos HLA DRB1*
comprometidos en la susceptibilidad en nuestro grupo de pacientes, mostraron un
aminoacido comun en la posicién 70 del motivo AA ® VEDRRA " (Acido
aspartico). Este aminoacido no esta presente en esta especifica posicion en los
alelos HLA DRB1 que se muestran como marcadores de proteccion. El motivo
presente en estos Ultimos alelos muestra en vez de Aspartico, Glicina en la misma
posicion (Tabla 3). Se resalta que este motivo no esta presente en los alelos
DQB1* asociados ya sea con proteccion o susceptibilidad. Datos no publicados

comunicacion personal G Garavito y colaboradores.

Estos hallazgos encontrados en nuestra serie de pacientes colombianos son

relevantes e importantes dado que desde el punto de vista molecular, a nivel de la
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presentacién antigénica, el aminoacido en la posicion 70 en el motivo arriba
descrito, a nivel de la molécula HLA podrian activar celular TH1 o TH2 las cuales
estarian comprometidas en el inmunopatologia de esta entidad. Otros factores
genéticos y/o ambientales en asocio con estas caracteristicas moleculares
expresadas al nivel de la molécula HLA comprometida en la presentacion
antigénica podrian interactuar y su resultado estaria influenciando el desarrollo y la

expresion de la ARJ.
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Tabla 2 ALELOS HLA-DRB1 EN MESTIZOS COLOMBIANOS CON ARJ

ALELOS DR CASOS CON ARJ CONTROLES ANALISIS ESTADISTICO
N= 65 FA N=65 FA OR X p FE FP

DR1 17 13.0% 17 13.0% 1.0 0.0 0.58 NS NS
DR15 3 2.3% 13 10.0% 0.194 5.77 0.0078 NS 0.26
DRB1*1501 2 1.5% 12 9.2% 0.14 7.94 0.0048 NS 0.466
DRB1*1502 0 0% 1 0.8% 0 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1503 1 0.8% 0 0% 2.02 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1602 8 6.1% 1 0.8% 8.98 PEF 0.016 0.88 NS
DRB1*0301 9 6.9% 7 5.3% 1.32 0.071 0.4 NS NS
DRB1*04 28 21.5% 25 19.2% 1.21 0.28 0.59 NS NS
DRB1*0405 8 6.1% 5 3.8% 1.68 0.76 0.38 NS NS
DRB1*0407 10 7.6% 6 4.6% 1.79 1.13 0.28 NS NS
DRB1*0404 7 5.3% 2 1.5% 3.80 2.96 0.085 NS NS
DR11 13 10.0% 9 6.9% 1.56 0.87 0.35 NS NS
DRB1*1101 3 2.3% 4 3.1% 0.74 PEF 0.5 NS NS
DRB1*1102 2 1.5% 4 3.1% 0.48 PEF 0.68 NS NS
DRB1*1104 7 5.3% 0 0% 16.79 PEF 0.013 0.93 NS
DRB1*1107 1 0.8% 0 0% 3.02 PEF 1.0 NS NS
DR12 2 1.5% 3 2.3% 0.66 PEF 0.5 NS NS
DRB1*06 3 2.3% 0 0% 7.3 PEF 0.12 NS NS
DR13 16 12.3% 13 10.0% 1.31 0.40 0.52 NS NS
DRB1*1301 9 6.9% 5 3.8% 1.93 1.27 0.26 NS NS
DRB1*1302 3 2.3% 5 3.8% 0.581 PEF 0.72 NS NS
DRB1*1303 3 2.3% 3 2.3% 1.0 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1305 1 0.8% 0 0% 3.02 PEF 1.0 NS NS
DR14 5 3.8% 15 11.5% 0.28 5.86 0.015 NS 0.51
DRB1*1401 4 3.1% 6 4.6% 0.645 0.43 0.51 NS NS
DRB1*1402 1 0.8% 9 6.9% 0.1 6.88 0.0087 NS 0.49
DRB1*0701 18 13.8% 14 10.8% 1.4 0.66 0.41 NS NS
DRB1*0802 8 6.1% 9 6.9% 0.87 0.07 0.79 NS NS
DRB1*1001 0 0% 1 0.8% 0 PEF 1.00 NS NS

Tabla tomada del articulo publicado en revista Salud Uninorte Vol. 14-2003

N = Numero de sujetos estudiados PEF = Se aplica prueba exacta de Fisher NS = no-significancia

FA = Frecuencia alélica FE = Fraccion etiol6gica

OR = Raz6n de disparidad FP = Fraccion Preventiva
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Tabla3 AMINO ACIDOS DE LA TERCERA REGION HIPERVARIABLE DEL
EXON DRB1 ASOCIADOS CON PROTECCION O SUSCEPTIBILIDAD, EN UNA
MUESTRA DE PACIENTES MESTIZOS COLOMBIANOS CON ARJ

POSICION DEL AMINO ACIDO ARJ

ALELO SECUENCIA 67 68 69 70 71 72 73

DRB1* AA

1501 IVEQARA lle Val Glu Gin Ala Arg Ala Proteccion
6 M)

1402 LVEQRRA Leu Val Glu Gin  Arg Arg Ala Proteccion
(ORI

1104 LVEDRRA Leu Val Glu  Asp Arg Arg Ala Susceptibilidad
Q] ©)

0701 (*) IVEDRRE lle Val Glu  Asp Arg Arg Gly Susceptibilidad
Q] ©)

1602 (**) LVEDRRA Leu Val Glu | Asp Arg Arg Ala Susceptibilidad

(N) Sin carga eléctrica
(-) Carga negativa
*) ARJ Sistémica
(**) ARJ Poliarticular
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2. EL ESTUDIO DEL HLA Y SU APLICACION EN GENETICA DE

POBLACIONES.

2.1 EL DESCUBRIMIENTOy EL POBLAMIENTO DE AMERICA

El descubrimiento de América, por navegantes espafioles en el siglo XV, ha sido
uno de los eventos mas trascendentales en la historia del Nuevo Mundo. Los
cambios culturales, sociales, politicos y la llegada de una nueva poblacién fueron
marcados a partir de 1492 cuando Colon arrib6 a América por primera vez.
Evidentemente, la estructura genética de los pobladores de América, sufrid
cambios que han permanecido a traves del tiempo y hoy dia se pueden estudiar

mediante el analisis de los marcadores genéticos del MHC.

Los conquistadores Europeos, llevaron a América, una serie de enfermedades
infecciosas como la Viruela, Rubéola, Fiebre Tifoidea, Influenza y Malaria para las
cuales el sistema inmune de los nativos no estaba preparado desencadenando
epidemias severas que iniciaron el diezmo de la poblacién. Las enfermedades,
sumadas a las guerras, desnutricion y fendmenos de desequilibrio social
ocasionado por la persecucion y aislamiento de grupos fueron otros factores
asociados a la muerte masiva de los nativos americanos (1-2). Se calcula que al
final de la invasion Europea murieron en el continente Americano alrededor de
80.000.000 de habitantes (3), con el consecuente fendmeno de "Cuello de botella"
que ha podido incidir en la aparicion de una nueva estructura de la poblacion (1-2-

4-5). Ademas, los nuevos microorganismos sumados a la mezcla entre Europeos
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y Nativos, ha podido iniciar la aparicion de mecanismos de defensas como serian
la generacion de nuevos genes del MHC, para responder a nuevas enfermedades

gue cambiarian en parte la estructura genética nativa.

Por otra parte, el descubrimiento de América, conllevo el arribo de poblaciones
provenientes de Africa para trabajar como esclavos. Las regiones de Mali,
Senegal y Republica Centro Africana parecerian entre otras, haberse constituido
en el principal origen de los individuos llevados a trabajar en América. Este hecho,
es otro factor agregado al cambio en la composicion genética de la poblacion
nativa de América, a través del mestizaje. Finalmente, la presencia de diversos
grupos étnicos Europeos introdujo genes que contribuyeron en la estructura
genética mixta de las poblaciones de Ameérica y posteriormente la asociacién con
la susceptibilidad a enfermedades autoinrnunes tales como la Diabetes tipo | (no

observada en poblaciones nativas) .

2.2 LA POBLACION COLOMBIANA

Actualmente, la poblacién Colombiana, esta constituida por tres grupos principales
de habitantes, las poblaciones Indigenas, organizadas en pequefios grupos de
individuos y distribuidas en gran parte del territorio nacional. Estas poblaciones,
representarian a los pobladores mas antiguos y/o nativos del continente
Americano, denominados Amerindios. En segundo lugar, se encuentra la
denominada poblacion mestiza (mezcla de Nativo, Europeo y Africano), los cuales

representan el mayor porcentaje de la poblacion y expresando diferentes grados
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de mestizaje dependiendo de la regién, y el tercer grupo es el Afro colombiano
(mezcla resultante de descendientes de Africanos con europeos principalmente).
Estos grupos, se encuentran establecidos generalmente en las regiones de las
costas y region sur occidental en donde han permanecido organizados en
pequefios grupos manteniendo sus tradiciones culturales y gran parte de su

constitucion genética ancestral (6).

El modelo de la poblacion en Colombia, puede ser representativo del modelo
existente en la mayoria de los paises de centro y sur América Los grupos nativos,
de los cuales, muchos permanecen aislados, manteniendo su constitucion
genética inicial y, la presencia de grupos Negroides (Afroamericanos)
descendientes directos de las poblaciones Africanas que llegaron a Ameérica
durante el siglo XV, constituyen dos grupos de poblacién caracteristicos en varios

paises de América.

La poblacion mestiza, representa la mayor parte de la poblacion Colombiana
(85%)); constituida por mezcla de Caucasoides Europeos, con Amerindios nativos y
Negroides, llega a conformar hasta un 85 % del total de la poblacién. Las
caracteristicas fenotipicas, son una mezcla variada de los caracteres propios de
cada una de las poblaciones y de igual manera, las patologias encontradas en
ella, estan influenciadas por elementos genéticos propios de las poblaciones
originarias. Algunas enfermedades como la Diabetes Mellitus, la Fibrosis Quistica

entre otras, que son propias de poblaciones Caucasoides principalmente,
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alcanzan tener un impacto notable en la morbimortalidad de este grupo
poblacional. Los grupos mestizos, se encuentran distribuidos en todo el territorio

nacional, guardando una constitucién fenotipica homogénea (7).

Las poblaciones Indigenas, conforman otro grupo étnico que puede representar
hasta un 10 % del total de la poblacién Colombiana. Estas poblaciones nativas,
son los representantes actuales de los primeros pobladores de América. Se
calculan alrededor de 80 grupos diferentes de indigenas pertenecientes a
diferentes troncos linguisticos. Un alto porcentaje de los grupos indigenas, se
encuentra ubicado en las regiones del sur y sur este del pais, especialmente en
las regiones del Amazonas y region de los Llanos Orientales. Igualmente, en la
region de la Sierra Nevada de Santamarta, se encuentran ubicados algunos de los

grupos mas representativos de esta poblacion (Arhuacos, Wayu y Kogi) (8,4).

Los grupos Afroamericanos, en este caso Afrocolombianos, conforman el tercer
tipo de grupo étnico presente en Colombia (5-10% de la poblacion). Estos grupos,
son descendientes directos de aquellos pobladores Africanos que llegaron a
América en la época colonial a trabajar en la mineria, agricultura y se ubicaron en
el sur del pais, como también en las costas atlantica y pacifica. Los grupos
Afrocolombianos, presentan un fenotipo mulato y son mezcla de Europeo y
Africano. Las poblaciones Afrocolombianas, han permanecido mucho tiempo
aisladas en los denominados "Palenques”, lo que ha permitido y ha mantenido su

carga genética (7,9,16).
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2.3 ESTUDIO DEL SISTEMA HLA EN LAS POBLACIONES AMERINDIAS

Diferentes estudios HLA en Amerindios, han mostrado la peculiaridad de este
sistema génico en estas poblaciones. Al mismo tiempo, estos analisis permiten
inferir las presiones evolutivas que han influido en su evolucién y polimorfismo asi
como también, las posibles rutas migratorias que han dado origen al poblamiento
inicial de América y las posibles migraciones internas subsecuentes que han

contribuido a la constitucion genética de la poblacién Americana (2,4, 10).

2.4 EVOLUCION Y Aparicion DE NUEVOS ALELOS HLA EN AMERINDIOS

El estudio de los genes HLA en las poblaciones Amerindias, ha mostrado una
caracteristica importante relacionada con la generacion de un nimero importante
de nuevos alelos especialmente en el locus HLA-B. Sin embargo, este fenomeno
ha sido mas relevante en las poblaciones de centro y sur América ya que en
Norteamérica, el nimero de nuevos alelos descritos puede ser menor de 5 alelos
comparado con un numero aproximado de 60 nuevos alelos descritos en las
primeras. Una de las explicaciones relacionada a esta diferencia, es la exposicion
de los Paleoindians a patégenos nuevos presentes en la zona intertropical de sur
América, los cuales eran totalmente desconocidos por los inmigrantes
provenientes de las zonas frias de Siberia y nordeste de Asia (2). La presencia de
nuevos patdgenos, ha podido ejercer una presion selectiva que favoreceria la
generacion de nuevos alelos como un mecanismo de adaptacion. El locus HLA-B,

ha presentado una evolucién mas rapida con la generacion de un mayor nimero
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de nuevos alelos comparados a los generados por los loci HLA-A y HLA-C. Este
fendmeno se ha relacionado con una evolucion mas rapida por parte del locus

HLA-B posiblemente relacionada a mecanismos funcionales (11).

No obstante, si se parte de la base que las tasas de evolucion fueran similares en
el resto de los locus HLA, habria que deducir que las nuevas variantes en los
locus HLA-A, HLA-C y HLA-DRB1 no presentan una frecuencia visible o se han

perdido por deriva génica ( 2).

La generacion de nuevos ale los HLA de clase |, en los grupos Amerindios, esta
asociada en un alto porcentaje a mecanismos de conversion génica y puede incluir
alelos del mismo locus (frecuente) y/o ale los de diferentes loci (menos frecuente)
(12,13). El analisis comparativo de las secuencias de ADN, de los nuevos alelos
permite deducir los posibles alelos donantes y receptores que han intervenido en
la generacion del mismo. Por otra parte, en la mayoria de los casos, el exdn
comprometido es el exon 3 (dominio (X2) y los fragmentos de recombinacién son
generalmente menores de 100 nucleétidos. Ademas, los eventos de "mutacion
puntual”, pueden estar asociados también a la generacién de nuevos alelos HLA
(14). Finalmente, otro mecanismo asociado a este fendomeno, puede ser la
recombinacion y/o formacion de verdaderos genes hibridos que comprometen
haplotipos Amerindios / Caucasoide - Negroide presentes en las poblaciones
mestizas de los paises Iberoamericanos. Este dltimo fendmeno, podria estar

asociado a la presencia de mecanismos de conversion génica en busqueda de
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polimorfismos productivos que aumenten la capacidad de respuesta contra
patégenos desconocidos que han podido llegar a América mediante la llegada de
grupos de poblaciones Europeas y Africanas después del descubrimiento del

continente Americano.

2.5 HLA EN AFROAMERICANOS DEL NORTE Y SUR AMERICA

El andlisis comparativo de las diferentes poblaciones Negroides, mediante la
construcciéon de dendrogramas, analisis de correspondencia y célculo de las
distancias gen éticas, muestran una estrecha relacidbn entre los grupos
Afroamericanos. Igualmente, las distancias gen éticas mantienen una estrecha
relacion entre Negroides, seguidos por Mediterraneos norte Africanos y Europeos.

Mas distante se ubican, los Amerindios, lo que indica una relacién genética menor.

Los estudios de frecuencias alélicas, desequilibrios de ligamiento y haplotipos,
demuestran un minimo flujo génico de las poblaciones indigenas hacia

Afrocolombianos.

El estudio comparativo, utilizando sélo el analisis de HLA-DRBI, se observa la
relacion existente entre los Afrocolombianos y otras poblaciones negroides de
Colombia, Norteamérica y Africa. En este analisis se incluyen Afroamericanos de
Nueva York y de la isla de Bioko en Guinea Ecuatorial, estos trabajos, muestran la
relacién entre once grupos Negroides (cuatro de diferentes regiones de Colombia)

(15,16). Una relacion cercana entre Afrocolombianos, negroides del Choco y Bubi,
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puede indicar un origen comun, mientras que los grupos del Cauca y Providencia,
posiblemente procedan de regiones diferentes en Africa. Las distancias genéticas
cercanas entre Afrocolombianos, Afroamericanos de Nueva York, Senegaleses y

Negroides de Norteameérica, demuestra su relacion genética directa.

2.6. CARACTERIZACION DE GENES MHC EN GRUPOS AFROAMERICANOS
La caracterizacion de los genes HLA en los grupos Afroamericanos, ha
demostrado una elevada diversidad alélica HLA y asociacién entre alelos HLA
clase | y Il no encontradas en otros grupos étnicos. Estas caracteristicas, se han
relacionado en primera instancia, con un mestizaje genético entre grupos
Africanos ancestrales y en segunda medida al mestizaje méas reciente con
poblaciones Caucasicas y Americanas (15-20).

Los primeros pobladores de Norte América provenian del Norte de Siberia. Esto
fue hace 10.000-40.000 afios, cuando el Estrecho de Bering se convirtié en puerta
de entrada. Tres distintos movimientos de emigracion fueron necesarios para
completar la colonizacion precolombina de Norte y Sur América. Las poblaciones
modernas de Amerindios tienen una restriccion en el niumero de alelos HLA Clase
I y Il, careciendo de muchos de los antigenos encontrados en otra parte del

mundo (21).

Los alelos de clase | con restriccion geografica o étnica son los mas idéneos para

representar los recientes genes evolutivos. Consistente con esta hipotesis es la

observacion de que tales alelos pueden casi siempre estar relacionados a un alelo
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de distribucion diseminada, por un evento mutacional Unico. Ademas estos
eventos generalmente involucran pequefios grupos de substituciones compartidas.
Ejemplo, el alelo A*4301, que es exclusivo del Sur de Africa, difiere del alelo
A*2601 por una substitucién de un a.a. en la posicion 62 y 63. A nivel de estas
posiciones el A*4301 es idéntico al alelo A*2901, con quien el alelo A*4301
presenta reaccion cruzada por serologia. Las tribus indigenas de Sur América han
sido inesperadamente una rica fuente de éstos alelos. Casi todos los alelos HLA-B
estudiados hasta hoy muestran nuevas variantes que difieren del alelo comdn por

un pequefo grupo de substituciones alélicas (22, 23).

La historia del continente Africano, ha indicado que poblaciones Negroides
asentadas en el Golfo de Guinea, tuvieron una larga expansion a traveés de las
regiones de Africa central y Africa sub-Sahariana estableciéndose finalmente en el
sur Africano desde hace 3000 afios aproximadamente (24). La mayoria de estas
poblaciones expandidas pertenecientes a la lengua 8antu (Familia Niger-Congo ),
tomaron el area sub-Sahariana y eliminaron a la gran mayoria de tribus existentes
en estas regiones con excepcion de los grupos San (Bushman) y Khoisan
(Hottentots) que fueron reducidos al cono sur del continente Africano (24, 25).

Actualmente, varios alelos HLA-A36, A74, A68, B53 y haplotipos como A68- B15,
DRB1*0804-DQB1*0301 presentes en poblaciones Africanas Nuba, Bubi y Zulu
(20, 26) son encontrados en los grupos negroides de sur y norte América. Estos
hallazgos, serian el resultado de la influencia genética de los grupos Africanos del

Oeste, que se expandieron a gran parte del continente y, al origen Oeste Africano
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de las poblaciones negroides que fueron trasladadas a América durante el siglo

XV (27).

Sin embargo, alelos comunes en Afroamericanos como HLA-A 43 y HLA-B42 y
B45 presentes en el Oeste Africano, en Bubi, Zulu y Senegaleses, no estan
presentes en Afrocolombianos, lo cuales se han podido perder por deriva génica
y/o durante eventos de recombinacion entre genes HLA clase | y Il que originen

nuevos haplotipos extendidos. ( 28)

Las poblaciones Africanas llevadas a América, han vivido y trabajado en contacto
con los nativos durante cinco siglos. No obstante, el flujo gen ético de Amerindios
hacia la poblacion Negroide es bajo. Existe una frecuencia baja de alelos HLA

Amerindios en las poblaciones Afroamericanas (15 - 17, 19).
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3. APLICACIONES DIAGNOSTICAS DEL MHC

3.1 GENERALIDADES

Cada dia el desarrollo tecnolégico avanza de una manera extraordinaria,
ayudando a esclarecer y/ o ampliar muchos interrogantes que existen en
diferentes areas del conocimiento. Dentro de este desarrollo, una nueva
metodologia de alta sensibilidad y eficiencia, permite detectar el microquimerismo
a un nivel gendémico, pudiendo asi identificar la coexistencia de células
genéticamente diferentes en un individuo, después, de un trasplante ya sea de
medula 6sea u 6rganos solidos.

El microquimerismo definido como la coexistencia de células genéticamente
diferente en un individuo crea importancia en el contexto de los fendbmenos de
tolerancia de trasplante de o6rganos(l). La correlacion de estos quimerismos
después de trasplante de medula ésea fue demostrado con el modelo murino (2)

el cual fue soportado posteriormente por otras investigaciones.(3-4)

Hay varios grupos de investigadores desarrollando actualmente varios protocolos ,
entre otros Startz(5), quienes apoyan la hipétesis en la cual una infusion de células
provenientes de un donante de medula 6sea puede generar un microquimerismo y
mejorar la supervivencia del alo-injerto a través de mecanismos de tolerancia
inmunoldgica. Se considera que una minuciosa y eficaz evaluacion del
microquimerismo, es importante no solo para detectar su presencia para

determinar los niveles minimos de microquimerismo con el proposito de
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relacionarlos con la supervivencia del injerto.

Actualmente, el microquimerismo es detectado utilizando una gama de métodos
analiticos basados en el PCR con P32(6-7) y la citometria de flujo pero estos solo
dan un umbral de deteccién de un 0.5% (8). El PCR en tiempo real ha sido
comparado con la cuantificacion por citometria de flujo de células plasmaticas
provenientes de mieloma(9) encontrandose que el PCR en tiempo real presenta
una gran sensibilidad, una alta especificidad y una reproducibilidad de la

cuantificacion de las células del mieloma. (10)

En el instituto de investigacion de Diabetes de la Universidad de Miami, nosotros
desarrollamos un método de deteccion de este quimerismo a través de la
tipificacion de los antigenos de leucocitos Humano, HLA, utilizando el nuevo
sistema de ciclador LIGH CYCLER equipo muy sensible que responde con
velocidad y alta sensibilidad a los cambios de temperatura. Se logré asi en
aproximadamente una hora, hacer la deteccion, identificacion y cuantificacion del
producto amplificado. Este método se propone como el de escogencia para el

analisis cuantitativo y cualitativo de acidos nucleicos. (11-12)

Para el desarrollo de esta metodologia realizamos una simulacion experimental
con dos disefios, el primero consistia en realizar In Vitro, quimerismos celulares.
Tomamos lineas celulares establecidas y transformadas por el virus de Ebstein

Barr a diferentes concentraciones entre las células de un posible donante y células
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de un posible receptor.

El otro disefio experimental consistid en realizar los quimerismos In Vitro con
diferentes concentraciones a partir de ADN, todo esto con el objeto de encontrar
los niveles minimos de deteccion de un quimerismo. En esta estandarizacion
utilizamos como patron de identificacion para el receptor el alelo HLA DQB1*0602

y el DQB1*0201 para el donante.

El producto amplificado a estudiar de 205 pb fue del segundo exdén del DQB1*0201
utilizando iniciadores de secuencia especifica disefiadas por Olerup y col (12). La
especificada de estos iniciadores fue confirmado por la amplificacion negativa del
DNA templete del receptor DQB1*0602. Las reacciones fueron estandarizadas a
las siguientes condiciones: 3 mM Mgcl2. 0.5um de cada iniciador y una mezcla de
dinuclotidos que contenian una marcador denominado SYBR Green | , marcador
de doble cadena de ADN que se vuelve fluorescente solo cuando se une a la
doble cadena de ADN del templete a estudiar pudiéndose asi ser utilizada para el

monitoreo directo del producto amplificado en cada ciclo.

Realizdbamos una preincubacion de 5 minutos con el anticuerpo Taq Start para
reducir la formacién de primer dimers. La programacion de la amplificacion fue de:
Un ciclo de 95 c para la desnaturalizacién Y 50 ciclos de 4 etapas que consistian
en:

Un una desnaturalizacion de 2 minutos a 95C
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Un anealing de 20 segundos a 68C
Una extensiéon de 30 segundos a 72C
Con una ultima etapa de fluorescencia de 88C por 1seg

Para esta simulacion experimental de quimerismo y reproductividad de datos se
realizaron para cada dilucion tripletas que se repetian 4 veces dando un total
aproximado de 500 experimentos.

Con el desarrollo de este método el cual combina la PCR en tiempo real con SSP-
PCR, podemos detectar y cuantificar niveles bajos de microquimerismo alogénicos
detectando el alelo especifico HLA del donante extraido del un DNA de un
receptor.

La primera etapa del tiempo real de la amplificacién del PCR consistié en calcular
la temperatura de fusién del templete blanco a estudiar. LA curva de fusiéon que
observamos es el resultado del andlisis de la temperatura de fusién del producto

amplificado.

El PCR-SSP en tiempo real posee una alta sensibilidad por lo que nos da una
reproducibilidad de niveles cuantitativos de microquimerismo hasta de un 0.1%.
Permitiéndonos evaluar bajas concentraciones de DNA proveniente de células
de un donante en un receptor a través de la determinacién de marcadores HLA.

Dando asi unas grandes ventajas sobre las otras metodologias existentes.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar marcadores genéticos del MHC y asociarlos con los diferentes
subgrupos clinicos de la ARJ en nifios mestizos colombianos provenientes de dos

zonas geogréficas del pais: Santa Fe de Bogota y Medellin.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Encontrar, comparar y asociar la frecuencia de los diferentes alelos y

haplotipos genomicos de los antigenos HLA clase | y HLA clase Il con los

diferentes subgrupos clinicos de ARJ en nifios mestizos Colombianos.

¢ |dentificar marcadores genéticos de susceptibilidad o resistencia (genes de la

respuesta Inmune) al desarrollo de la ARJ en nifios mestizos Colombianos.

e Establecer y asociar combinaciones alélicas del Sistema HLA de los haplotipos
genémicos DRB1* / DQB1* con distintos patrones de comportamiento clinico

en ninos mestizos Colombianos.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 DISENO EXPERIMENTAL
5.1.1 Tipo de estudio
Es un estudio analitico, de corte transversal, en el cual se hace un andlisis
descriptivo en su componente clinico epidemioldgico. El estudio bioldgico
diseflado corresponde a un estudio exvivo e Invitro, en donde el andlisis del
polimorfismo genético y molecular del sistema HLA y sus genes del MHC,

corresponde a un estudio de casos y controles.

5.1.2 Muestra poblacional

5.1.2.1 Seleccién de la Muestra La muestra en esta investigacion esta
conformada por 65 nifios, pacientes con ARJ, mestizos colombianos en edades
comprendidas entre 2 y 16 afos de edad, provenientes de la consulta
Reumatologica Institucional de las ciudades de Santafé de Bogota y Medellin.
Esta conformado por subgrupos de pacientes mestizos de cada ciudad, asi
mismo por 65 nifios clinicamente normales no relacionados familiarmente, de los
mismos grupos etareos y étnicos de cada localidad. Estos ultimos son controles
sanos, clinicamente normales sin antecedentes de enfermedades autoinmunes y
reumaticas, del mismo rango de edades. El estado de salud de cada sujeto
control fue dado por los investigadores clinicos a través del interrogatorio y el
examen fisico general. A cada paciente y control se le tomé muestras bioldgicas
requeridas para el protocolo. Estos sujetos controles tienen las mismas

caracteristicas del ecosistema de cada subgrupo de pacientes. La escogencia de
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los pacientes y controles fueron tomados totalmente al azar y se seleccionaron del
grupo de individuos, que recibian asistencia médica en cada una de las consultas
ambulatorias en sus respectivas ciudades. Esta seleccién se hizo por Muestreo

Aleatorio Sistematizado con una fraccion de muestreo de 1:5.

5.1.2.2 Fuente de Casos Los pacientes objeto de este estudio, son pacientes
institucionales, provenientes de la consulta externa de los hospitales del ISS y

Colsubsidio de Santa fe de Bogota.

5.1.3 Criterios de Inclusion

e Artritis crénica de inicio antes de los 16 afios

e Curso de la artritis de mas de 6 meses

e Seguimiento por el servicio de reumatologia por lo menos 5 meses antes
de su ingreso.

e Haber recibido valoracion oftalmoldgica periddica en los ultimos 6 meses.

e Deberan haber sido sometidos a un minimo de dos estudios radiograficos
(uno inicial y otro de seguimiento para correlacionar agresividad y
progresion radioldgica).

e Habérsele realizado los siguientes examenes: Hemograma, VSG, AAN, RA

test.

5.1.4 Criterios de Exclusién
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e Diagndstico no confirmado.

e Tiempo de evolucion menor de 6 meses.

e Pacientes que no hayan sido valorados por los servicios de reumatologia
de las instituciones involucradas en la fuente de casos.

¢ Que no hayan tenido seguimiento por Oftalmologia.

e Que tengan Compromiso de articulaciones sacro iliacas en pacientes
seronegativos para AAN y RA test

e Historia familiar de Psoriasis o Espondilo artropatia.

5.1.5 Recoleccién de lainformacion
La fuente fue primaria, ya que los datos fueron recolectados directamente de los
pacientes, fue tomada por los investigadores clinicos, quienes le llenaran a cada

paciente una hoja de Recoleccién de Informacion Clinica y de Laboratorio

5.2 METODOS
5.2.1. Extraccion de DNA (Metodologia de Salting-Out) (1) La Extraccién de
acidos nucleicos se realizd a partir de sangre periférica con un sistema al vacio

(Venoject, Terumo) que contenian EDTA como anticoagulante.

Procedimiento:

e Centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C.
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e Separacion de la capa de células blancas o Buffy-Coat para transferirlas a
un tubo falcon de 15 ml.

e Se adicioné reactivo de lisis de glébulos Rojos, hasta completar 15 ml se
Homogenizo la solucion y se centrifugd por 15 minutos a 1500 rpm a 4°C.

e Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el boton en 5 ml de lisis de
glébulos rojos, homogenizandolo y centrifugandolo posteriormente a 1500
rpm por 15 minutos.

e El sobrenadante se descarta y se resuspende el boton en 3 ml de buffer
lisis de glébulos Blancos, adicionandole 50 ul de SDS al 10% y 50 ul de
Proteinasa K.

e Seincuba a 37°C en agitacion constante durante la noche.

e Se adicion6 3 ml de NaCl 5 M, para ser agitado fuertemente por 15
segundos.

e Se centrifuga a 3000 rpm por 25 minutos para obtener un sobrenadante el
cual se traspasa en un tubo nuevo.

e La precipitacion se realizé agregando igual volumen de etanol frio al 100%.,
mezclando suavemente la solucion hasta obtener el DNA precipitado.

e Se lava el DNA por 3 minutos en etanol frio al 70%. Y se transfiere el DNA a
un tubo eppendorf nuevo para sacar completamente el etanol.

e EI DNA se disolvié en TE 1X y dH20. Posteriormente se realizaron las

lecturas de su concentracidon en un espectrofotometro a una dilucion de
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1/1000, La absorbancia se obtiene a 260 y 280 nm el cual se obtuvieron

purezas finales entre 1.6 y 1.8.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

A través de esta metodologia obtendremos un numero elevado de copias a partir
de un segmento de Acido Nucleico a estudiar, utilizando este método es posible
generar millones de copias de un gen especifico, el cual se obtienen por medio de
una repeticion ciclica de tres etapas:

e Desnaturalizacion: se obtiene separando las cadenas de ADN con
temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple.

e Anillamiento: ocurre una hibridizacion o union de iniciadores a sus
secuencias homologas al ADN sustrato, se uniran solamente a secuencias
complementarias bajo condiciones especificas de temperatura.

e Polimerizacién o elongacion: es la extension en sentido 5- 3" del complejo
iniciador-sustrato. Esto se obtiene con al utilizacién de la Taq polimerasa el

cual va incorporando los deoxinucleétidos.

5.2.2 Tipaje molecular de alelos HLA clase | y HLA clase Il PCR- SSOP(2),
INNOLIPA (3), PCR-SSP (4). El locus HLA-B se oligotipifico por la
técnica PCR-SSOP, utilizando €l protocolo del Xl th. International

Histocompatibility Workshop y € locus HLA-A, y HLA-C por PCR-SSP.

Para las asignaciones de Los antigenos HLA-clase-ll: DRB1* y DQB1* se
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utilizaron  procedimientos de resolucidbn intermedia con; INNO-LIPA.
Posteriormente por PCR-SSP de DYNAL (Ollerup. alta resolucién), se realizaron

los subtipos y las determinaciones que no fueron posible asignarse.

5.2.3 Tipificacion HLA CLASE |: PCR-SSOP (Sondas de Oligonucle6tidos de
Secuencia Especifica). El protocolo de referencia fue disefiado para analizar el

extraordinario polimorfismo de los genes.

El método permite obtener un gran nimero de copias de un fragmento de DNA en
presencia de Tag - polimerasa. Al someter el DNA a temperaturas de ebullicion,
las cadenas se separan, es decir se desnaturalizan y al enfriarlo entre 54 y 64
grados centigrados se incorporan los iniciadores (secuencias de oligonucleotidos),
éstos se alinean en la region adyacente al fragmento que se desea amplificar. Al
elevar la temperatura a 72 grados Centigrados que es la optima a la que funciona
la polimerasa, junto con el cofactor catiénico Mgcl2 se incorpora cada uno de los
desoxinucleotidos para formar la nueva cadena. Asi se completa un ciclo de
amplificacion y en lugar de tener las dos cadenas originales, se tendran cuatro,
las cuales sirven como molde para el siguiente ciclo de amplificacion. Al final de
este se obtienen ocho cadenas y asi después de 30 a 35 ciclos habra 10/6 copias
del fragmento especifico de DNA.

Una vez amplificado el ADN se utiliza las sondas de oligonucleotidos de secuencia

especifica.
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Mezclas de Amplificacion del ADN
Agua bidestilada estéril  38.3 ul

Buffer 10X 5.0 ul

MgCI2 50 mM 1.5 ul

dNTPs 10mM 1.0 ul

primer 1 0.4 ul

Primer 2 0.4 uL

Taq DNA Polimerasa 0.4 ul

DNA gendmico 3.0 ul

Condiciones de los Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95°C 4 minutos 1 ciclo
Desnaturalizaciéon 95°C 30 segundos 33 ciclos
Anealing 70°C 50 segundos 33 ciclos
Extension 72°C 30 segundos 33 ciclos
Extension final 72°C 8 minutos 1 ciclo

Control de la amplificacion en Electroforesis en gel de Agarosa

El analisis se realiza en agarosa al 1.5% en TBE 0.5X, con Bromuro de etidio
10mg/ml. mezclando 10 ul del producto amplificado con 2 ul de loading buffer. Se
coloca como referencia un marcador de peso molecular como el ¢ 174/Haelll. La

confirmacion se realiza con la visualizaciéon de las bandas de amplificacién

DOT BLOT del producto del PCR usando el método de Quimioluminiscencia
Quimioluminiscencia: se basa en la emision de luz que ocurre en ciertas
reacciones quimicas debido al paso de una molécula del estado excitando a su
estado electronico en reposo. La hibridacion con oligonucleotidos marcados con
digoxigenina y el andlisis quimioluminiscente de los mismos se utiliza para la
tipificacion de HLA clase Il. En este caso se realiza el marcaje enzimatico del
oligonucleotido con DIG-dd-UTP en su extremo 3 con la enzima terminal

transferasa (TdT) que es capaz de afadir desoxy o didesoxirribonucleotidos al
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extremos 3’ de un fragmento de DNA de 100-200 pb a un oligonucleotido. La
hibridacion se realiza con este oligonucleotido marcado y después de los lavados
convenientes, este se identifica empleando el fragmento Fab de un anticuerpo anti
DIG, que tiene unida fosfatasa alcalina. El anticuerpo se uniré en el sitio donde se
haya hibridazo el oligonucleotido.

La visualizacién se lleva a cabo empleando AMPPD que es un sustrato directo
para la fosfatasa alcalina, el cual no requiere de otras sustancias para activar la
quimioluminiscencia. La enzima desfosforila al AMPPd e inmediatamente este se
descompone emitiendo luz a 477nm. La membrana se expone y se obtiene una
hibridacion positiva, similar a la interpretacion que se hace cuando se trabaja con

radiactividad.

DOT BLOT

Una vez obtenido el producto del PCR se transfiere a el dot-blot ensamblado con
membranas de nylon, previamente se denatura el DNA agregando a 25 ul de ADN
amplificado y 250 ul de NaOH 0.4M. La transferencia se realiza con 50 ul de cada
DNA desnaturalizado en cada pozo del aparato de DOT BLOT, adicionandole 10 ul
de TE Buffer (Tris-HCL 10mM, EDTA 1mM pH 8) a cada pozo para lavar las
muestras. Finalmente se Saca la membrana del DOT BLOT se seca y se coloca

en el transiluminador por 5 minutos para fijar el ADN.

Hibridizacion

La hibridacion posterior depende de las condiciones de las sondas utilizadas. Se
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coloca las membranas en tubos falcén de 50 ml y se adiciona 10 ml de buffer de
hibridizaciébn incubandolas en el horno por 45 minutos. Posteriormente se le
agrega los picomoles de cada sonda y se incuba por segunda vez a 45°C durante
2.5 horas. Se elimina el exceso de sondas realizando un lavado de la membrana
con una solucién que contenga: SSPE 2X/SDS 0.1% a temperatura ambiente por
10 minutos. Finalmente la astringencia se realiza con en una solucién de SSPE 5X

/ SDS 0.1%, durante 40 minutos.

Deteccion, exposicion y revelado por quimioluminiscencia

e A Las membranas se les adicionan una dilucion 1:10000 de conjugado anti-
DIG-ALP en buffer 2, conteniendo Blocking reagent al 2% por membrana.

e Incubar por 30 minutos. Y agregar a la membrana buffer 3 que contiene una
dilucion de 1:100 de CSPD

e Incubar y Realizar la autorradiografia. Colocando las membranas en la bolsa de

plastico y exponiéndola a placas de radiograficapara postrior analisis

5.2.4 Tipificacion de los locis HLA clase |1, exénes DRB1* y DQB1* a través de la
amplificacion con iniciador es de secuencia especifica - PCR-SSP

El método se basa en que un iniciador cuya secuencia es totalmente
complementaria a la del DNA molde se aprovecha mas eficientemente en la
reaccion de amplificacion del DNA que un primer que tenga una o varias bases
desapareadas (mismatches) en un extremo 3".

Los primers se disefian y las condiciones se ajustan para que se amplifiquen con
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gran sensibilidad y especificidad a alelos o grupos de alelos. La asignacion de las
especificidades estdn basadas en la presencia o ausencia del producto
amplificado, el cual se visualiza en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio

e iluminado con luz ultravioleta.

AMPLIFICACION DE DNA
Se realiza una mezcla con el buffer, ANTP’s, MgCl y Taq polimerasa. y 200 ng de

DNA se llevan a un ciclador con los siguientes condiciones:

Desnaturalizacion 95 °C 50 segundos
Alineacion 60°C 50 segundos
Extension 72°C 50 segundos
Ultimo ciclo 72°C 5 minutos

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

La identificacion de las bandas de amplificaciones se visualizan en un gel de
azarosa al 2% de en 0,5 X de buffer TBE, agregandole Bromuro de Ethidiun (10
mg/ml). Las muestras (10ul) amplificadas son sembradas con buffer de carga (3
ul) colocando un control de peso molecular (100 pares de base ladder, producto
103.201-100). El analice vy las asignaciones de cada uno de los alelos se da de

acuerdo al tamafo en pb de cada banda.

AMPLIFICACION Y TIPIFICACION DE LOS LOCI HLA CLASE Il
METODOLOGIA: INNO-LIPA-AMPLICOR-INNOGENETICS

Principio del procedimiento

El tipaje de los antigenos HLA por el kit de INNO-LIPA se basa en el principio de

hibridacién reversa.
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El material genético (ADN) biotinilado y amplificado es hibridizado con sondas
oligonucledticas especificas, las cuales han sido inmovilizadas como lineas
paralelas sobre una membrana de nitrocelulosa. Después de la hibridizacion, la
streptavidina marcada con fosfatasa alcalina es adicionada y esta se une a los
productos hibridos biotinilados formados previamente. La incubacion con
cromogenos BCIP /NBT da como resultado un precipitado parpura /marrén.

Para el tipaje de los alelos DRB1 se realiza una tipificacion del exén 2 de los alelos
del loci DRB1 mas asociados (DRB3, DRB4, DRB5) permitiendo asi un tipaje
completo.

Para realizar el dot blot reversa el sistema contiene 62 oligosondas distribuidas en
2 tiras. Para el tipaje de los alelos DQB1 se realiza una amplificacion del exén 2
del locus HLA-DQB1 similar a HLA-DRBL1, las tiras contienen 21 oligosondas que

permiten tener el tipaje.

Mezcla reaccion PCR

- Solucién de iniciadores 10 ul

- Buffer de Amplificacién 10 ul

- Taq polimerasa 0.5 ul
- ADN gendmico 5 ul

- Volumen final 50 ul

CONDICIONES DE AMPLIFICACION DE LOS ALELOS HLA-DRB1 Y HLA-
DQB1

aplicadas a un termociclador PCR-9.600 (Pelkin EImer Cetus).

1.- Desnaturalizacion 95 C , 5 min
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2.- Desnaturalizacién 95C , 30seg Repetir ciclos
3.- Ubicacion de los iniciadores 58 C , 20 seg paso2a4
4.- Extension de los iniciadores 72 C , 30 seg 35 veces

5.- Alargamiento 72 C , 10 min
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Control de amplificacion

La presencia del producto amplificado puede se constatada usando PAGE al 6% o
en gel de agarosa al 1%. Use 10 ul del producto amplificado. EIl producto
amplificado debe aparecer como una banda sencilla con una longitud de mas o

menos 255 pb.

DOT BLOT REVERSO
Se realiza en una bandeja multiple donde se lleva a cabo los pasos de hibridacion,
lavados y revelado del color, calentando y enfriando soluciones asi como

dispensando y aspirando las mismas.

Interpretacion de los resultados
Se realiza a través de un sistema de Software de las bandas presentes en cada

tira para su interpretacion final.

5.3 ANALISIS ESTADISTICO

El presente estudio exploratorio asume incurrir en una probabilidad de error del
0.05 y con una probabilidad de 80%. Se asumié igualmente una correlacion del
10% o menos, entre el caso y su control. La relacion caso/control fue de 1:1 y el
minimo riesgo relativo sera de 3. Por lo anterior se estima que el tamafio de la
misma permitird el analisis de los datos con diferencias significativas. Las
comparaciones de promedios y porcentajes en los subgrupos clinicos que

contengan un numero de individuos menor de 5, se analizaron mediante el uso

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003 91



de analisis no paramétricos: test de Mann Whitney y test exacto de Fisher. Para
el andlisis y la interpretacion de los datos se utilizé herramientas estadisticas
como frecuencia antigénica y génica, Chi-cuadrado, Coeficiente de correlacién,

riesgo relativo, OOD Radio, fraccion etiolégica, y Fraccion Preventiva. (5-7).

5.3.1. Frecuencias Antigénica y Génicas El andlisis estadistico de cada
antigeno en una poblacién dada, permite evaluar si hay diferencias entre las
poblaciones estudiadas. Las comparaciones se hacen para cada antigeno HLA
entre la poblacion sana y enferma; para ello se calculan los siguientes

parametros:

e Frecuencia Antigénica o Alélica (FA): es la proporcion de sujetos del total,
gue son portadores de un determinado antigeno. Se calcula en
porcentajes. La estimacion de este pardmetro se hace contando el nUmero
de veces que un alelo dado aparece en una poblacion, dividiendo por el
namero total de alelos encontrados en esa misma  poblacion y

multiplicando por 100.

a
FA= —— x100
N
a = Numero de veces que aparece un determinado alelo en la poblacién en

estudio.

N = Numero total de alelos presentados en la poblacion en estudio.
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e Frecuencia Geénica: Se calcula a partir de la FA, la cual se toma en
nameros absolutos mediante la formula de Haldane que se describe a

continuacion:

FG=1\\ 1-A

A = FA en nimeros absolutos, Ej: silaFA = 12.7% A= 0.127

Se sigue este método estadistico para cada uno de los antigenos HLA- Clase | y
Il objeto del estudio tanto en controles como en pacientes por grupo étnico, asi
como en los subgrupos clinicos e inmunoldgicos polares e intermedios. Posterior
al calculo de la frecuencia de los controles, de los pacientes totales y de los
subgrupos de pacientes, se calcula la significancia estadistica de las diferencias
de las frecuencias de cada antigeno en comparacion con la poblacién sana. Se
hace el andlisis con cada subgrupo de la enfermedad para determinar si hay o no
desviacion significativa de las frecuencias de un antigeno y establecer si alguno de

ellos se asocia positiva o negativamente a la enfermedad. Este andlisis se realizo
. 2 . . -
mediante la X corregida de Yates cuya expresion matematica es:

(ad-bcxN/Z)zN

X2 Yates =

(a+b)(c+d)(a+c)(b+d)
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a = Numero de pacientes positivos para el marcador.
b = NUmero de pacientes negativos para el marcador.
¢ = Numero de controles positivos para el marcador.
d = NUumero de controles negativos para el marcador.
N = Numero total de sujetos estudiados.

El valor de X2 ha de buscarse en la tabla de referencia para obtener el valor de la
probabilidad (p) teniendo en cuenta los grados de libertad (N-1). El limite de
significancia es p = 0.05. El valor de p se multiplica por el niumero total de

antigenos HLA estudiados para obtener la probabilidad corregida (pc).

5.3.2. Riesgo relativo Es una medida relativa que indica la intensidad con la que
se asocia un antigeno dado, e implica la probabilidad que tiene un individuo sano
portador del antigeno, de desarrollar la enfermedad

Este procedimiento estadistico se calcula segun el método postulado por Woolf y
modificado por Haldane:

ad

Bc

Los parametros a, b, ¢, y d son los mismos que los enumerados para Chi

Cuadrado (X2).
5.3.3. Fraccion Etiolégica La Fraccion Etiolégica (FE) indica cuanto de la

enfermedad es debida al marcador genético involucrado en la asociacion.
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Mientras mas cerca esté ésta a 1, mas depende la susceptibilidad del factor

genético. La FE se calcula por el método de Bengtsson y Thomson.

RR-1  a
FE =

RR a+b
Los parametros a 'y b son los mismos que los enumerados para Chi Cuadrado

(X2).

5.3.4. Fraccién Preventiva La Fraccion Preventiva (FP) es una medida relativa
que muestra cuanto de la proteccion se debe al marcador involucrado, en los caso
de la presencia de un antigeno significativamente disminuido.

Mientras el valor se acerca mas a 1, mas se relaciona el gen en cuestion con la

proteccién. Se calcula de la siguiente forma:

FP = (1-RR) hp

RR (1-RR) + hp

a
Donde hp=
a+b

Los parametros a 'y b son los mismos que los enumerados para Chi Cuadrado

(X2).
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INTRODUCTION

Fifteen populations were studied by nine laboratories, summing up 1,124
individuals analyzed for at least one HLA locus. Twelve of the populations were
Amerindian, and three were Mestizo populations from Mexico, Colombia and
Venezuela that have a triracial composition (Amerindian, Spanish and African
ancestry). The group of populations is quite heterogeneous, having distinct cultures
and beloging to different linguistic groups. They are scattered around a north-south
axzis of roughly 8,500 km. Some of their features are summarized in Table 1.
Table Il shows which groups were typed by serology and which by DNA methods,

for each locus.

The data have been submitted to central; regional and local analyses. The allele
frequencies are depicted on Table Il for Class | loci, Table 1V for HLA-DRB1, Table
V for HLA-DQA1 and HLA-DQB1, Table VI for HLA-DPA1 and HLA-DPBL1. Class Il

haplotypes are shown on Table VII.

RESULTS

Serology

The results of serological analyses are not shown here to avoid redundancy. In
general the agreement with molecular typeins was excellent. Discrepancies are

shown in Table Ill.
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HLA class | typing by ARMS-PCR

The ARMS-PCR kit was used to type Class | alleles of the following groups: Seri
Indians from Mexico, Ticuna Indians from Brazil, as well as Mestizos from
Venezuela and from Mexico. This method allows low to medium resolution typing.
Although it is well known from previous studies that in Amerindians Class | diversity
is greater at least for the HLA-B locus (1-3), because of the limited resolution of
this method, few alleles were detected for HLA-A as well as for the HLA-B locus in
all 3 Indian groups. The Mestizos from Mexico and Venezuela showed more
variability than the Amerindians, as expected. The results are shown in Table IlI.
When Ticunas from Brazil and Seris from Mexico are compared, the genetic profile
of Class | shows some differences: e.g. A68 is absent in the former, while it is high
in Seris. Differences are also seen at the HLA-B locus: The Amerindian B*4801, for
instance, is seen in Seris and not in Ticunas. Even at this level of resolution, Seris
and Ticunas are quite different and Seris have more Class | diversity for the HLA-A

locus but not for HLA-B, although the prevalent alleles differ.

Class Il alleles

The following Class Il loci and genetic markers were typed by PCR-SSO, HLA-
DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, HLA-DPA1, HLA-DPB1, QAP, QBP (results for
QAP and QBP can be found in the corresponding reports). An said above for each
of these loci a different number of populations was analyzed (see Table II).

As expected, diversity is higher in all the 3 admixed populations as shown for Latin
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Americans previously (4), for all loci analyzed. Differences of Colombian, Mexican
and Venezuelan Mestizos regarding the subsets of alleles as well as the
frequencies of shared alleles are evident by inspection of Table IV. This reveals the
different origins and ethnic composition of the populations. Thus, the Amerindian
component is highest in the Mexican Mestizos, and the African is highest among
the Colombian, as revealed, for instance, by the DRB1 alleles and their

frequencies.

HLA Class Il alleles typical of Amerindians as known from previous studies (5-8)
have been found in all the Amerindian populations analyzed. At the HLA-DRB1
locus, these alleles belong to the DR2, 4, 6, 8 and 9 groups (alleles shown in bold,
Table 1V), although the different populations may present subsets of this group of
alleles. Thus, for instance, in some tribes, such as the Mexican Lacandones, the
DRB1*0802 allele disappeared either because of genetic drift or bottleneck effects
(9), and a similar phenomenon is observed for the Seris regarding allele

DRB1*1602, which is common in all other tribes analyzed.

Group-specific typing of 9 of the populations revealed the DRB1 alleles of each of
these groups (Tabl 1IV). In 8 of these 9 Amerindian populations, DRB1*0802 was
the only DR8 allele; in the Chiriguanos, in addition to DRB1*0802, DRB1*0804 and

DRB1*0807 were seen at low frequencies.

When found and subtyped, the DR9 allele was DRB1*0901. Similarly, the DR2
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group was quite homogeneous, with only one allele seen in Amerindians:
DRB1*1602. Interestingly, this allele is quite frequent in the Mexican Oaxacan
tribes (Mixe, Zapateco and Mixteco), as a most Amerindians, but is absent from
another Mexican tribe, the Seris, suggesting either genetic drift in the latter or

some form of positive selection in the former.

In contrast, especially the DR4 group but also the DR6 group presented higher
intra- interpopulational diversity. Typically “Amerindian” alleles are DRB1*0403,
*0407 and 0411. DRB1*0403 was shared by six of nine tribes, and DRB1*0404,
DRB1*0407. DRB1*0411 by seve of the nine tribes sybtyped for the DR4 group.
Diversity of the DR4 group was lowest for the Guarani, Kaingang and Seri, which
presented only one polymorphic (frequency>= 0.01) DR4 allele each: DRB1*0411,

DRB1*0404 and DRB1*0407, respectively.

For the DR6 group, four alleles were seen among Amerindians: DRB1*1402,
DRB1*1406, DRB1*1413 and DRB1*1401. With the exception of DRB1*1401 (see
below), these alleles have been previously found in non-admixed Amerindians.
While the Yukpa and the Seri have only DRB*1402, which is know to be
widespread among American native (and other) populations, the Chiriguanos,
Zapoteco, Mixteco and Mixe habe both DRB1*1402 and DRB1*1406 at
polymorphic frequencies. The Guarani remain the only population thus far analyzed
presenting allele DRB1*1413, an allele identified a few years ago in families of the

same Guarani population (7,10).
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Other DRB1 alleles found in Amerindians, shown on Table IV, are indicative of
admixture with non-Amerindians. Examples are DRB1*0401 and DRB1*1401, seen
in the Wayuu and/or Mixteco, probably being the result of admixture, a hypothesis
sustained by the DQA1 and DQB1 alleles included on the same haplotypes (data
not shown). Another example shows the haplotypes including allele DRB1*0701,
found in several Seris and also in other tribes.

HLA-DQAL alleles characteristic of the Amerindians are DQA1*03 (which, when
subtyped was DQA1*03011), DQA1*0401 and DQA1*0501. All the nine
populations analyzed had these alleles at frequencies > 10% (Table V). The other
alleles seen are most probably markers of genetic admixture with non-

Amerindians.

Typically “Amerindians” HLA-DQB1 alleles are DQB1*0301, DQB1*0302,
DQB1*03032, and DQB1*0402. With the exception of DQB1*03032, they were

seen in all the Amerindian samples analyzed (Table V).

The Mexican Mestizos were the only non-Amerindian population typed for HLA-
DQAl. For HLA-DQB1, information was available for the Mexicans and the
Colombians (Table V) Diversity at both loci and populations again was greater than
in Amerindians, and included the set of alleles found in Amerindians, as well as
alleles of Caucasoid and Negroid origin.

Three population were studied for HLA-DPA1: The Gurani and Kaingang Indians,
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and the Mexican Mestizos (Table VI). In all. DPA1*0201 is also common in all three
populations. Alleles DPA1*0202, DPA1*0301 and DPAI*0401 seem to be absent
from the Amerindian gene pool. The last was seen at polymorphic frequency in the
Mexican population sample. For the sample, the method used did not allow

distinction between DPA1*01 and DPA1*0301.

HLA-DPB1 was analyzed in five Amerindian and one Mestizo population (Table
VI). Intra and Interpopulation diversity is higher for HLA-DPB1 than for DPAI. Due
to the scarcity of previous studies on these loci in Native Americans (5,6), it is
difficult to distinguish between alleles supposedly introduced in the Continent by
the Paleo-Indians, and those introduced more recently, by Caucasoids and
Negroids. However, at least DPB1*0402, DPB1*0401, DPB1*0301, DPB1*0901,
DPB1*1401, DPB1*1301, DPB1*2701 and DPB1*0201 are most likely “Paleo-
Indian” alleles. Some interesting results are (1) DPB1*0402 is the commonest
allele in all populations. In none of the other loci analyzed does one allele so clearly
predominate in all populations: (2) DPB1*0901 is seen only in the Kaingang and
Guarani: (3) DPB1*2701, previously found in just one Amerindian population, the
Eastern Toba (6), and very rare or absent in all populations thus far studied,

appears only in the Guarani, at very high frequency (24,7%).

Class Il haplotypes

The majority of the DRB-DQA1-DQB1 haplotypes seen in the Amerindian

populations correspond to those described previously, with a few interesting
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exceptions (Table VII). The DR4 alleles occurs most commonly with DQB1* 0302
but, DRB1*04 alleles were occasionally found associated with DQB1*0402 in the
Mixteco, Zapateco, Wayuu and Kollas. Besides DRB1*04-DQB1*0402, DRB1*08-
DQB1*0301, and very unusual DRB1*1602-DQB1*0302 were found in Kollas.
Some of the haplotypes, e.g., those including allele DRB1*0102 in the Zapoteco
and Mixteco, are derived from recent admixture. Formerly, unusual haplotypes and
possible gene conversion events for the HLA-DQA1 locus have been shown for the
Lacandones from Mexico (9) leading the authors to suggest selection in the
absence of high Class Il polymorphism. Apart from this and considering the
diversity of the promoters (QAP and QBP, see the corresponding report), THE
SERIS, Kaingang and Guarani have a very common haplotype bearing
DRB1*0802 on which DQB1*0402 is always found in cis with QBP4.1. Further, the
promoter variant QBP4.1 is found on some of the DRB1*0407, DQB1*0302
haplotype among the Seris. In Caucasoids and East Asians. QBP4.1 is associated
with DQB1*0401. It would be interesting to investigate further the origin of the
unusual QBP4.1-DQB1 alleles of these Amerindians. The Amerindian population
analyzed for several Class | and Il loci are a nice example of how limited
polymorphism in the Class Il region becomes much more extensive when other loci
are taken into account. In fact, among the Seris, for instance, the six Class I
haplotypes were observed in 100 individuals, became 19 haplotypes when the

HLA-A locus diversity was incorporated.
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Genetic admixture of the Amerindian populations

The estimation was based on the HLA allele frequencies of the loci best known in
Amerindians. The most informative locus is shown for each population, below.
Apart from the customary sampling errors, this may be an underestimate of the
degree of admixture (11), since some of the alleles seen in Amerindians are

common also in other ethnic groups.

Huilliches (DRB1) 18.9%
Chiriguanos (DRB1) 13.0%
Kolla (DQB1) 2.0%
Guarani (DQB1) 4.5%
Kaingang (DQB1) 2.9%
Ticuna (HLA-B) 9.7%
Wayuu (DRB1) 15.7%
Yukpa 0%
Seri (DRB1) 4.5%
Mixe (DRB1) 2.7%
Zapoteco (DRB1) 12.9%
Mixteco (DQB1) 12.3%
CONCLUSION

It is already clear that HLA diversity of the Amerindians is not as low as supposed
previously, on the basis of HLA serology and in comparison to urban populations.
Intrapopulation diversity is higher in Mestizos, which have alleles of Caucasoid,
Amerind, and Negroid origin. Some interesting differences of the pattern of

polymorphism of different Class Il loci are seen in Amerindians. These populations
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present relatively limited intrapopulation diversity for HLA-DRBI, while
interpopulation heterogeneity is pronounced in this locus. In comparison to other
Class 1l loci, HLA-DPB1 shows the highest intrapopulation diversity; however one
allele, DPB1*0402, probably an ancestral allele, is the commonest in all
populations studied. Other loci, like HLA-DQA1, DQB1 and DPA1, show the lowest
diversity, at both the intra- and interpopulation levels. No “new” Class Il alleles
were seen. DRB1*1413, an allele originally described in the Guarani (7,10),
remains exclusive to this population. Another distinctive feature of the Guarani is
the allele DPB1*2701, present at high frequency. This allele is uncommon in all
populations thus far analyzed. Analysis of other Amerindian populations should
determine whether it belonged to the ancestral Paleo-Indian gene pool, or if it had

been generated de novo in the ancestors of the Guarani and the Eastern Toba.

The DRB-DQA1-DQB1 haplotypes seen are those described previously for
Amerindians, with a few interesting exceptions. Some of the unusual haplotypes
could be explained by recombination event in the Class Il region, but their origin
deserves further investigation. In face of the sequencing results of a few
populations, revealing rapid evolution of the HLA-B, but not of HLA-A and —C in
South American Indians (1,2), it would be of interest to perform comprehensive
molecular studies of Latin-American populations to examine the diversity of these
classical Class I loci. Further studies are needed for the detection of new variants,
such as those described in this Workshop for some B35s found in Mexican

Mestizos from laboratory MEX-GOR (see AHS#4 report).
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Table 1. Populations analyzed

AMERINDIAN _CODE LANGUAGE SPECIFIC k SAMPLE POPUL. COUNTRY LABORATORY
N=12 FAMILY LANGUAGE SIZE SIZE )
SERI 57 HOKANO-HUITLAKA SERI 101 619 MEXICO MEX GOR
MIXE 209 MIXE-ZOQUE MIXE 55 50,000 MEXICO USA KLI
ZAPOTECO 210 MACRO-MIXTECA ZAPOTECO 2 250,000 MEXICO USA KLI
MIXTECO 21 MACRO-MIXTECA MIXTECO 103 180,000 MEXICO USAKLI
WAYUU 205 MACRO-ARAWAK WAYUU 30 6,000 COLOMBIA COL EGE
TICUNA 212 MACRO-TUCANOAN TUCUNAN 87 31,000 BRAZIL-COLOMBIA UKI 80D
YUKPA 185 CARIB YUKPA 73 4,000 VENEZUELA VEN LAY
GUARAN} 8 TUPI GUARANI-MBYA 98 400/3,000* .8 BRAZIL BRA PTZ
KAINGANG 9 MACRO-GE KAINGANG 109 2,800/15,000* BRAZIL BRA PTZ
CHIRIGUANOS 130 TUPI GUARANI+SPANISH 44 16,000 N ARGENTINA ARG FAI
KOLLA 198 ANDEAN KOLLA 61 5,000 ARGENTINA ARG VUL
HUILLICHES 161 ANDEAN MAPUCHE 40 (30,000) CHILE UKI NAV
MESTIZO
N=3
MEXICAN 58 INDO-EUROPEAN SPANISH 164 70 x 10° MEXICO MEX GOR
COLOMBIAN 207 INDO-EUROPEAN SPANISH 61 7x10% COLOMBIA COL EGE
VENEZUELAN 199 INDO-EUROPEAN SPANISH 27 4 x10° VENEZUELA VEN LAY
* Population size in the sampled areas/total population of all reservation areas of Southern Brazil.
# Colombian Mestizos living in the Caribbean area.
Table I1. Populations and loci studied by participating laboratories
COUNTRY LABORATORY LAB.CODE POPULATION NAME MAP # SEROLOGY DNA TYPING
ARGENTINA L. Fainboim ARG FAI Chiriguanos 130 DRB1, DQA1, DQB1
C. Vullo ARG VUL Kolla 198 DRB1, DQB1
BRAZIL  M.L. Petzl-Erler BRA PTZ Guarani 8 DR, DQ DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1, QAP, QBP
Kaingang 9 DR, DQ DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1, QAP, QBP
J. Bodmer UK1 BOD Ticuna 212 CLASS |
CHILE C. Navarrete ~ UK1 NAV Huilliches 161 DRB
COLOMBIA E. Egea COL EGE Wayuu 205 DRB1, DQB1
Mestizos 207 DRB1, DQB1
MEXICO C. Gorodezky MEX GOR Seri 57 CLASS |, DRB1, DQA1, DQB1, QAP, QBP
Mestizos 58 A B, C,DR,DQ cLASS I, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1
W. Klitz USA KLI Mixée 209 DRB1, DQA1, DQB1, DPB1
Zapoteco 210 DRB1, DQA1, DQB1, DPB1
Mixteco 211 DRB1, DQA1, DQB1, DPB1
VENEZUELA  Z. Layrisse VEN LAY Yukpa 185 A, B, C,DR, DQ DRB1, DQA1, DQB1,
Mestizos 199 A B, C, DR DQ CLASS I, DRB1
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Table Ill. HLA class | allele frequencies
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(a) These results were determined by serology. Frequencies based on serological data are
shown based on serological data are shown only when ARMS-PCR resulted in frequency
zero, and serology in frequency >0.

(b) Indistinguishable between B*51 AND b*52.

(c) Cw*03.

(d) Nt= not tested.

In bold: alleles previously found in genetically isolated South-American and Mexican

Amerindian populations.
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Table IV. HLA-DRBI allele frequencies

AMERINDIAN POPULATIONS MESTIZO POPULATIONS
DRB1* HUNLICHES CHIRIGUANOS KOLLA GUARANI KAINGANG WAYUU YUKPA GERI  MIXE ZAPOTECO MIXTECO COLOMBIAN VENEZUELAN MEXICAN
ALLELE n=40 neb8 n=60 n=32 n=2285 n=82 n=x73 n=100 n=85 n=76 n=103 nw=él n=26 nw= 184
01* 0.05 0.002 0.018
0101 nt 0.009 0.005 0.041 0.025
0102 at 0.008 0.019 0.008 0.038 0.055
0103 nt 0.025
0z 0.088 0.008
1501 nt 0.080 0.057 0.038 0.001
1502* nt 0.027 0.008 0.008
15021 nt 0.015
15022 nt 0.003
1503 nt 0.01¢ 0.020
1504 nt 0.003
16* nt 0.060 0.028
1801 nt nt 0.008
1802 nt 0.179 nt 0.402 0.117 . 0.130 0.108 0.309 0.188 0.185 0.019 0.034
1603 nt nt 0.005
03" 0.013 0.018
0301* nt 0.057
03011 nt 0.089 0.030
03012 nt 0.019
0302 nt 0.018
0303 nt 0.003
04 0.278 0.045 0.420 0.180 (4
0401 nt 0.013 nt 0.040 0.019 0.003
0402 nt nt 0.019 0.017
0403 nt 0.018 nt 0.150 0.105 0.036 0.086 0.039 0.019 0.017
0404 nt 0.009 nt 0.280 0.020 0.006 0.054 0.160 0.010 0.037
0405 nt nt 0.020 0.025 0.005 0.025
0407 nt 0.049 nt 0.173 0.012 0446 o0.182 0.117 0.201 0.077 0.148
0408 nt nt .0.018 0.058
0409 nt nt 0.003
0410 nt nt 0.009 0.008 0.015 ' 0.038
o411 nt 0.009 nt 0.219 0.007 0.269 0.618 0.019 0.015 , 0.019 0.026
0415 nt nt 0.008
0417 nt nt
11+ 0.088 0.023 0.123 0.003
11011 ot 0.005 0.018 0.019- 0.024
1102 nt 0.008 0.019 0.008
11041 nt 0.038 0.018
1108 nt - 0.058 0.003
12 0.025
1201 0.045 0.008
13 0.025 0.009 0.082 0
1301 nt 0.008 0.038 0.021
1302 nt 0.031 0.005 0.008 0.038 0.020
1303 nt 0.008
1304 nt 0.003
1306 nt 0.006
1308 nt 0.006
1312 nt 0.008 0.003
14" 0.213 0.160 0.009 0.074
1401 nt nt 0.040 0.049 0.01¢ 0.012
1402 nt 0.214 nt 0.047 0.132 0.036 0.056 0.048 0.019 0.030
1403 nt nt 0.025
1404 nt nt 0.019
1406 nt 0.188 nt 0.073 0.086 0.097 0.047
1410 nt nt 0.019
1413 nt nt 0.150 i
‘i 1416 nt nt 0.019
0701 0.018 0.002 0.035 0.012 0.123 0.089 0.089
[ 0.228 0.170 0.116 0.049 0.010
0801 nt nt 0.015
0802 nt 0.118 nt 0.178 0.814  0.080 0.373 0282 0.222 0.214 0.019 ©~ 0.118
0804 nt 0.018 nt 0.019
0807 nt © 0.009 nt
0808 nt nt 0.019
09" 0.013 0.120
0901 nt 0.0179 nt 0.007 0.008 0.006,
10* 0.013
1001 nt 0.031 0.005 0.016 0.003
null 0.007 0.070 0.054 0.035 0.038 0.019 0.034 0.028

* The “broads” (e.g., DR4) include only alleles not subtyped.
In bold: alleles previously fond in genetically isolated South-American and Mexican Amerindian populations.

nt: not tested; empty cells: frequency = zero.
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.Table V. HLA-DQA1 and HLA-DQBI allele frequencies Y

baat - AT - . 7 - .
ALLELES ns84 nus4 n=108 na7s n=101 n=8s n=gt n=103 - n=164
0101 0.046 0.008 0.032 0 0.005 0.009 0.050 0.078 0.105
0102 0.028 0.011 0 0 [+] 0 0.028 0.034 0119
0103 ] 0 [} [} [¢] 0 0 0 0.026
0104 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0201 0.018 0 0 0 0.035 0 0.022 o} 0.067
03 0.187
0301 0.298 0.245 0.788 0.480 0.201 0.383 0.398 0.282
o401 0.130 0.149 0.514 0.113 0.306 0.264 0.217 0.189 0.141
0801 0.611 0.827 0.208 0.120 0.144 0436 0.300 0.301 0.246
0502 0 0.011 0 0 0 0 0 o 0
null 0 0 0 0 [¢] 0 (¢] . 0 0.018
DaB CHIRIGUANOS  KOLLA GUARANI KAINGANG WAYUU YUKPA SERI MIXE ZAPOTECO MIXTECO COLOMBIAN  MEXICAN
' ALLELES n=28 n=e0 n=77 n=g8 n=30 n=73 n=101 n=8s n=T8 n=103 n=8s. n» 188
02* 0.036 0 0.017 0 0
0201 0 0.020 0.026 0 0.019 0 0.035 0 0.013 0.005 0.176 0.004
03 0.018 0.039
0301 0.889 0.260 0.548 0.204 0.136 0.143 0.149 0.409 0.318 0.284 0.223 0.243
0302 0.107 0480 0.208 0.218 0.480 0.787 0.446 0.147 0.263 0.343 0.128 0.261
03032 [ 0.100 0.048 0.023 0 0 [ 0.018 0.083 0.018 0.024 0.018
0304 0.018 0 0 (] [} [} 0 o] 0.008 0.010 0 0
0401 0 Q 0 [} o 0 0 [} 0.006 ] 0 [¢]
0402 0.143 0.160 0.117 0.620 0.289 0.100 0.366 0.281 0.218 0.235 0.047 0.143
0801 0.054 [} 0.008 0.020 0 [ 0.005 0.008 0.038 0.029 0.108 0.083
0802 0 0 0 1] ] 4] 0 0 o] 0.010 0.012 0.014
0503 0 0 0 [} 0.017 [} 0 [} 0013 0.064 0.047 0.008
05031 0 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 0.012
0601 0 0 0 0 (] [ 0 1] 4] 0 0.012 0.003
0602 6.018 4] 0.013 0 0.058 0 0 1] 0 0 0.108 0.074
0603 0 0 0 0 0 [¢] [ ] 0 0 0.047 0.022
0604 0 0 0 1] 0 0 [} [} 0.006 0 0.088 0.011
08051 0 o 0 0 0 0 0 ] 0 0 0 0.003
0606 [+ 0 0 ) 0 0 [} 0 0.032 0.005 [} .0
0608 0 o 0o 1] 0 0 [} ] 0 0 Q.012. (]
: 0608 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.003
1 null 0.017 0 0 0 0 0 [} 0.126 0.004 4] '0.004 0.023

!

| The “broads” (e.g., DQB1*03) include only alleles not subtyped. In bold: alleles previously found in genetically isolated South-American and
| Mexican Amerindian populations.
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Table VE. HLA-DPA1 and HLA-DPBI1 allele frequencies

AMERINDIAN POPULATIONS MESTIZOS
DPA1 GUARANI  KAINGANG MEXICANS
ALLELES n=96 =100 n=71
01 (0103) 0.646 0.774
01+ 0301 0.575
0201 0.349 0.226 0.211
0202 0.005 0 [\
0401 0 0 0.085
blank - 0.150
DPB1 . GUARANE KAINGANG MIXE ZAPOTECO MIXTECO MEXICANS
ALLELES n=87 n=104 n=55 n=91 n =103 n =159
0101 0.012 s 0 0 0 0 0
0201 0.006 0.019 0.048 0.022 0.087 0.230
0301 0.012 0.120 [ 0.011 0o 0013
0401 0.181 - 0.053 0.028 0.135 0010 0.172
0402 0.408 0.577 0.907 0.702 0.782 0.573
0501 o [ 0.009 0.022 0.034 [
0801 0 (1] 0 [+ [} ]
0901 0023 0.173 0 o [} ]
1001 0 0 0 ] 0.018 0
1101 0 0 "0 0.028 ] 0
1301 [} 0.029 0 o L] 1]
1401 0.126 0.024 0 0.017 0.010 0
1601 0 0.005 0 0 0.005 0
1501 0 0 Q Qo 0.003
1701 0 0 0 0.006 0 0
2001 0 L] 0 0 0.029 [
2301 0 0 0 0.017 0.048 0.016
2 0.247 ] 0 0 0 0
3001 0 0 0 0.022 0.005 0
3901 0.006 o 0 Q ] 0
4601 0 0 0 0.011 ] 0
5101 0 0 0.009 [} Y 0
5201 0 ] 0 0.006 [+] 2]

In bold: alleles previously found in genetically isolated South-Ameri-
can and Mexican Amerindian populations.

Table VII. DRB1-DQA1-DQB1 haplotypes in Amerindians

DRB1 DQAY DQB1 POPULATIONS
—__COMMONBAPLOTYPES
1602 0501 0301 All but the Seri
0403 03011 0302 Chiriguanos, Wayuu, Yukpa, Zapotsco, Mixteco, Mixe
0404 03011 0302 Chiri K Wayuu, Seri, Zap Mixteco
‘0407 03011 0302 Chiriguanos, Wayuu, Yukpa, 8eri, Zapoteco, Mixteco, Mixe
0411 03011 0302 Chiriguanos, Guarani, Kaingang, Wayuu, Yukpa
1402 0501 0301 Chiriguanios, Yukpa, Serl, Zapoteco, Mixteco, Mixe
1406 0501 0301 ¢l Zap Mixteco, Mixe
1413 0801 0301 Guarani
0802 0401 0402 All populations (f < 0.1 in the Wayuu)
0901 03 03032 Guarani, Kaingang, Chirlguancs
UNUSUAL HAPLOTYPES
0407 03011 0302 QBP4.1 Seri
0407 0301 0303 Zapoteco
0410 0301 0402 Mixteco, Zapoteco
0411 0301 0402 Zapoteco
0414 n 0402 Wayuu
04 ot 0402 Kolla
08 nt 0301 Kolla
16802 nt 0302 Kolla

Populations analyzed: Chiruguanos, Guarani, Kaingang, Wayuu,
Yukpa, Seri, Zapoteco, Mixteco, Mixe.

Shown in beld/italics: alleles uncommon in the haplotype.

Shown in beld: populations presenting frequency > 10% of the
haplotype.

Nt: not tested.
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Key words Amerindians, Colombian populations, Gene conversion, HLA-Cw8,

Intralocus, Interloci, Recombination.

The nucleotide sequence data reported in this paper have been submitted to the
GenBank nucleotide sequence database and have been assigned the accession
numbers: Cw*0808, exon 2, intron 2 and exon 3, AF245437; Cw*0802, exon 2,
intron 2 and exon 3, AF250557. The name Cw*0808 has been officially assigned
by the WHO Nomenclature Committee in March 2000. This follows the agreed
policy that, subject to the conditions stated in the most recent Nomenclature report,
names will be assigned to new sequences as they are identified. Lists of such new

names will be published in the following WHO Nomenclature Report.

Seven different HLA-Cw*08 (Cw*0801-*0807) alleles have been described to date
(Bodmer et al. 1999; Marsh 2000). HLA-Cw*0801 and Cw*O803 are mainly present
in American Indians and Orientals (Belich et al. 1992; Parham et al. 1989);
Cw*0802 shows a Caucasoid distribution (Parham et al. 1989); Cw*0804 was
found in Negroid and Hispanic individuals (Turner et al. 1998); Cw*0806 was
described in American Indians, and Cw*0805 and Cw*0807 have an undetermined
origin (http://www.anthonynolan.com/HIG). The frequency of Cw*08 is still poorly
studied among populations, but it has been reported in 4.5% of Ticuna Indians
from Brazil-Colombia, and 8.7% of the Venezuelan-Mestizo population (Petzl-Erler
et al. 1997). In the present study, a new Cw*08 subtype is described in a 40-year-

old healthy Colombian Mestizo born in Barranquilla City (north coast of Colombia;
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Fig. 1). Nowadays, Colombia has a complex ethnicity, which is composed of mostly
Mestizo groups and ( to a lesser degree) of Amerindian and Mulatto groups. Most
first Amerindian inhabitants were Chibchan and smaller groups of Achagua,
Aymara, Arawak, Caribe, Quechua, Tupi-Guarani and Yaramangui also existed. A
greater prevalence of the Mulatto groups (African American) has been found in
both the Atlantic and Pacific coasts, and have mainly contributed to the genetic
background of the coastal people (Fig. 1; Arango and Sanchez 1988; Gutiérrez
1986). The individual carrying the novel Cw*0808 allele showed the following HLA
DNA-typing: A *0222, A *2902/Cw*0808, Cw*0802/B*1510, B*4801/DRBI*0407,
DRB1*1102/ DQB1*0302, DQB1*0301. Typing of his two children determined the
following haplotypes: A *0222-Cw*0808- B*4801-DRB1*0407-DQBI*0302 and

A*2902- Cw*0802-B*1510-DRB1*1102-DQB1*0301.

Genomic DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes using standard
methods. To obtain the complete exon 2, intron 2, and exon 3 sequence, a 5' HLA-
C-specific primer was newly designed in our laboratory; it corresponds to the intron
15" end (5l1c: CGAGGGGCCCGCCCGGGAA). The 3' HLA-C-specific primer is
located at intron 3 (3BCls: AGCGCTGATCCCATTTTC; Gomez-Casado et al.
1997). Polymerase (PCR) products from two different amplifications were purified
using the QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany); the resulting fragments
were inserted in the PCR 2.1 vector (Invit- rogen, The Netherlands). Ligation,
transformation, and identification of recombinant colonies were carried out

following the manufacturer's recommendations. Double-stranded DNA templates
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were elongated using Sanger's method with dye-labelled dideoxy terminator
chemistry. To avoid mistakes in the Taq polymerase amplification process, at least
ten clones for each PCR were sequenced in a Perkin Elmer (Foster City, Calif.)
373A automated DNA sequencer, as described in detail by Arnaiz- Villena and co-

workers (1992).

The new HLA-Cw*0808 allele shows an identical exon 2 to that of the Cw*0801
allele, whereas exon 3 bears a one-base difference at codon 97 (AGG—AGC; Fig.
2). This change results in a nonconservative amino acid substitution at this position

(Arg—Ser).

Serine at position 97 is placed on the B sheet at the bottom of the peptide-binding
site (Fig. 3), and affects pocket C access by the P9 of the antigenic peptide
(Madden et al. 1991). The polarity changes from a positive arginine in Cw*0801 to
a neutral serine in Cw*0808; this may induce dramatic changes in the peptide
repertoire able to bind to the new Cw*0808 molecule. Serine instead of arginine at
position 97 has been described in another HLA-C allele (Cw*0305;
http://www.anthonynolan.org.uk/HIG) and in some HLA-B alleles (Mason and

Parham 1998).

The novel Cw*0808 Amerindian allele could have arisen by an intralocus gene

conversion between Cw*0801 (as a receptor) and Cw*0305 (as a donor, found also
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in  Amerindians; http://www.anthonynolan.org.uk/HIG) or an interloci gene
conversion between Cw*0801 (as a receptor) and any of the following HLA-B
Amerindian alleles: B*1507 present in Whichi and Toba Indians (Argentina) and
also in Navajo (Arizona and New Mexico, USA); B*3505 found in Brazil (Kaingang
and Guarani Indians) and in Argentina (Pilaga and Toba Indians); B*3903 present
in Kuna (Panama), Kaingang (Brazil), Whichi and Toba (Argentina), and Waorani
(Ecuador); B*4009 that is characteristic of Pilaga and Toba Indians (Argentina);
B*3516 and B*3517 found in Mexican Mestizo (see Fig. 1; Cadavid and Watkins
1997; Vargas-Alarcon et al. 1996a, 1996b). The donor could also have been a non-
Amerindian HLA-B allele (i.e., Caucasoid, Oriental, or Negroid) which is present in
these populations, such as B*0702, B*4002, B*4003, B*4102, B*4201, or B*4801
(Cadavid and Watkins 1997; own unpublished results). This mechanism is
supported by the fact that the novel Cw*0808 allele is included in the Amerindian

haplotype A *0222-Cw*0808-B*4801-DRB1*0407-DQB1*0302.

HLA-A *0222 was found in Terena Indians (Brazil) (Marcos et al. 1999), whereas
B*4801 and DRB1*0407 are common alleles in Iberian-American countries from
Mexico to Chile (Cadavid and Watkins 1997; own unpublished results). On the
other hand, we cannot discount the possibility that Cw*0808 was generated from
Cw*0801 by a point mutation at the third base of codon 97 (G—C; see Fig. 2).
Cw*0801 and Cw*0305 intron 2 sequences (not yet described) would be helpful to
determine the precise pathway of Cw*0808 generation. According to our findings

and those of others, the generation of most new HLA Amerindian alleles may be
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explained by gene conversion events when sufficient intronic sequences are
available (Gomez-Casado et al. 1999; Madrigal et al. 1993; Vargas-Alarcon et al.
1997). Further studies among Amerindian populations will be helpful to establish

the frequency of this new Cw*0808 allele.

HLA-C shows a lower degree of polymorphism than HLA-A and HLA-B (Mason and
Parham 1998; http://www.anthonynolan.com/HIG). This fact may be due to a lack
of suitable antisera and/or low cell sur face expression (Snary et al. 1977,
Zemmour and Parham 1992). However, this new allele described by using a DNA-
based methodology for HLA-C typing which includes PCR amplification of flanking
intronic sequences (see above) may detect more HLA-C alleles not only in
American Indians but also in other populations; the study of flanking introns may be
more helpful and precise for bone marrow and solid organ transplantation and for
disease studies.

Finally, the fact that new HLA alleles are being detected in Meso and South
Americans and that many may have originated by gene conversion events (in-
cluding Cw*0808) (Gomez-Casado et al. 1999: Parham et al. 1995; Vargas-Alarcon
et al. 1997), as shown by exon and intron sequencing, suggests that these sub-
types have recently been generated from ancestral alleles, possibly by a pathogen-
driven polymorphism diversification process to cope with new microbial peptides
that appeared abruptly in American Indian populations following 15th-century
European invasions and Black slave traffic from Africa. This caused a severe

bottleneck, and about 80 million Amerindians died as a result of infections and war
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during the 16th century (Dobbins 1993). Mechanisms of new Amerindian (or mixed
Amerindian) allele generation (Cada- vid and Watkins 1997) may include the
appearance of new Negroid-Caucasoid/Indian hybrid haplotypes and alleles that
could cope with the newly imported diseases from the Old World; this could explain
the extraordinary frequency of new HLA alleles found in present-day Meso and
South American populations compared with Indians from the northern part of North
America. The latter underwent a colonization mostly driven by families (less
European admixture), while Iberian colonists were mainly single men (more

European admixture; Crawford 1998; Wilson 1999).
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Figure 1

Atlantic Ocean

Deyrrpryuilles

COLOMBLA

Fig. 1 Geographic location of Colombia and Barranquilla. Cities named within black rectangles are
those with the greatest degree of mixed Amerindian, European and African population. Dotted
areas represent coastal Mulatto groups (mixed Amerindian and Negroid people. the latter being in a
higher proportion). Mestizo and Amerindian groups are dispersed all over Colombia. At present,
about half the Colombian population is Amerindian-Spanish Mestizo and about one fifth is Spanish-

African Mestizo.
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Fig 2. Complete exon 2, intron 2, and exon 3 sequence of the

of Cw*0801, Cw*0803, and Cw*0305 alleles.

new Cw*0808 allele and Cw*0802 compared to exon 2 and exon 3 sequence
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Figure 3.
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Fig. 3. Amino acid variability among Cw*08 alleles and the Cw*0305 allele. The one-letter standard
code symbol is used. The black circle shows the single Cw*0808 amino acid change referred to the
Cw*0801 sequence. Cw*0801, *0802. *0803. *0804. *0805, *0806. *0807. and *0305 amino acid

sequences were taken from http:llwww.anthonynolan.com/HIG.
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The careful assessment of microchimerism is esencial to investigate the effects of
donor bone marrow-deribed cells in transplantation. We have developed a protocol
to assess microchimerism based on the HLA mismatch between the recipient and
the donor. Our approach combines real-time polymerase chain reaction (PCR) with
sequence-specific primer PCR (SSP-PCR) to selectively amplify and measure the
abundance of donor HLA alleles in DNA samples extracted from the recipient after
transplant. To optimize and validate the reliability of this method at different levels
of microchimerism, we tested serial dilutions of donor DNA into recipient DNA. We
demostrate that donor alleles can be readily detected and reliably measured at
concentrations as low as 0.1%. This method is simple and rapid and could find
practical application in the assessment of microchimerism in patients receiving

organ or cellular transplant in conjunction with donor bone marrow cell infusion.

INTRODUCTION

Microchimerism is defined as the coexistence of genetically different cells in one
individual. This situation is often observed in transplantation, and the term
microchimerism mostly refers to the presence of donor bone marrow-derived cells
in the blood and organs of the recipient. Several studies pioneered by Starzl et al.
(1) suggest that the persistence of donor-derived leukocytes and their migration
into different organs may be key to the acceptance of the grafted organs or cells.
Several trials are currently ongoing to test the hypothesis that infusion of donor
bone marrow cells (DBMC) will induce allogeneic microchimerism and improve

allograft survival possibly resulting in donor-specific tolerance 82). A careful
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assessment fo microchimerism is crucial for investigating the effects of DBMC and
how levels of microchimerism correlate with graft survival. Microchimerism can be
assessed by analyzing the presence of cells expressiong donor HLA molecules in
peripheral blood. At present, microchimerism is measured using flow cytometry
with a threshold of detection of ~0.5%. A gamut of conventional polymerase chain
reaction (PCR)-based analytical options have been described, such as competitive
PCR and nested sequence-specific priming PCR (3-4), including a combination of
PCR and flow cytometry analysis (5). The nesting PCR approach affords greater
sensitivity, with some primer combinations being able to detect levels of
microchimerism as low as 0.001%. However, these approaches are prone to

contamination and PCR artifacts, especially when using nested primers (6).

Real-time PCR has been recently developed, and it is the method of choice for
both qualitative and quantitative analysis of amplified nucleic acids (7). There is
growing evidence demonstrating the versatility and reproducibility of real-time PCR
(8). The aim of this study was to develop a method that combines real-time PCR
with sequence-specific primers (SSP) to selectively amplify donor-specific alleles
(SSP-PCR) to detect and quantitate for the selective amplification HLA class Il
alleles were carefully defined by Olerup et al. (9). Therefore, we have developed a
method to selectively measure the queantities of the DQB1*0201 allele (donor) in
DNA from an individual homozygous for DQB!*0602 (recipient).

MATERIALS AND METHODS
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Cell Lines and DNA Isolation

Epstein-Barr virus (EBV) cell lines for this study were kindly provided by Dr. Zuheir
Awdeh (The Center for Blood Research, Boston, MA). The two cell lines used were
homozygous for HLA-B7, DR2, DQA1*0102, DQB*0602 and HLA-B8, DR3,
DQA1*0501, DQB1*0201, respectively. DNA was isolated from both cell lines using
the PUREGENE DNA kit (Gentra Systems). To simulate the various levels of
chimerism that may be encountered in clinical samples, we prepared serial
dilutions of two DNA samples purified from the above cell lines. The “donor”
sample was homozygous for the DQB1*0201 allele, whereas the “recipient” sample
was homozygous for the DQB1*0602 allele. Thus, known quantities of donor
genomic DNA (1000, 500, 250 and 100 pg) were diluted into 100 ng of recipient
DNA. This allowed us to generate samples with levels of microchimerism ranging
from 1% to 0.1%.

Primers for Amplification of the DQB1*0201 Allele

A 205-bp product was amplified from the second exon of the DQB1*0201 allele
using primers DQB1*0201F: GTC CGT CTT GTG AGC AGA AG and
DQB1*0201R: GCA AGG TCG TGC GGA GCT. These are sequence-specific
primers that have been originally developed and tested by Olerup et al. (9). The
specifity of these primers was confirmed by a negative amplification when genomic
DNA isolated from the DQB1*0602 DNA homozygous cell line was used as
template in the PCR.

Real-time PCR Amplification

The fluorescent thermal cycler utilized in our experiments (Light-Cycler, Roche
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Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN) is equipped with software that allow each
step to the PCR reaction to be followe in real time and to measure fluorescence at
each cycle. The software also provides melting curve analysis and calculations of

the melting temperature (TM) of the PCR product.

Determination of the Temperature for Acquiring Fluorescent Data

We performed a preliminary melting curve analysis to determine the proper
parameters for the acquisition of the fluorescence data. The melting curve analysis
was carried out by heating to 95°C, cooling to 55°C at 20°C/sec, followed by
heating to 94°C at the much slower rate of 0.2°C/sec and acquiring fluorescence
continuously.

This analysis allows determining the melting temperature specific for the PCR
product of interest. The identify of the PCR products was verified by

electrophoresis in 2% agarose gels.

Program for Real-time PCR Amplification

PCR amplifications were performed in a final volume of 20 pl containing 3 mM of
MgCl,, 0.5 uM of each primer, 2 pul of ready-to-use reaction mix, and 10x DNA
Master SYBR Green | (Roche Molecular Biochemicals). SYBR Green | is a dye that
becomes fluorescent only when bound to double-stranded DNA and therefore can
be used to monitor product formation in each cycle. The reaction was preincubated

for 5 min at room temperature with 0.55 pg of TagStart antibody (Clontech) to
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reduce the formation of primer-dimer products. The amplification program was a
follows: a transition rate of 20°C/sec for all the steps, 1 cycle of denaturation at
95°C for 20 sec, 50 cycles of 4 steps with denaturatio at 95°C for 2 sec, annealing
at 68°C for 20 sec, extension at 72°C for 30 sec, and acquisition of fluorescence at

88°C for 1 sec.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study we developed a method that combines real-time PCR with SSP-PCR
to detect and quantitate low levels of allogeneic microchimerism by measuring the
levels of donor HLA alleles in the DNA sample of the recipient. As described
bellow, we have defined the experimental conditions that donor-specific HLA

alleles can be quantified in DNA extracted from the recipient.

Melting Curve Analysis

The first step in real-time PCR amplification is to calculate the melting temperature
of the target template. This will determine the specific temperature that the
fluorescence data collected are specific for the target template and can be
acquired for quantitation. Figure 1 shows the melting curve analysis of the SSP-
PCR amplification product of the DQB1*0201 allele, wich in our experiments
represents of donor-specific allele. As the temperature is slowly incresead
(0.2°C/sec), a sharp decrease in the fluorescence signal is observed at a
temperature characteristic of the amplified DNA (Fig. 1A). The TM of the amplified

DQB1*0201 allele is displayed from the melting peak when the negative derivative
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of the fluorescence (-dF/dT) is plotted agains the temperature (Fig. 1B). The sharp
peak with a TM of 91.5°C represents the melting peak of the DQB1*0201 allele-
specific amplification product. The size of the amplicon was confirmed by
electrophoresis in a 2% agarose gel, shown in the inset of Figure 1. In contrast, the
broad peak with melting temperatures ranging between 72°C and 87°C
corresponds to the melting peak of primer-dimer amplification. Therefore, the
quantitation of the DQB1*0201 allele was performed acquiring the fluorescence
data al 88°C, a temperature at which any nonspecific fluorescence is excluded

(Fig. 1B).

Determination of the Conditions under which Linear Amplification Occurs

It is important to determine the maximun amount of recipient DNA that can be used
in the PCR amplification without interfering with the linearity and yield of the
amplification of the donor allele. To determine this we performed experiments
using 0.5, 1 and 2.5 ng of DQB1*0201 DNA diluted into 50, 100 and 250 ng of
DQB1*0602 DNA, respectively, so that a constant ratio of 1:100 was maintained.
The amplification of the DQB1*0201 allele remained linear in the presence of 50
and 100 ng of recipient DNA, but linearity was lost when using 250 ng (Fig. 2). In
contrast in a similar experiment performed with 0.5, 1, and 2.5 ng of DQB1*0201
DNA diluted into 10 ng of DQB1*0602 DNA, the amplification of the DQB1*0201
allele was linear through the entire concentration range. Thus, indicating that the
loss of linearity in the amplification was due to the presence of the 250 ng of

DQB1*0602 DNA. We conclude that 100 ng of DQB1*0602 DNA is the maximum
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amount of recipient DNA that can be used to quantitate the donor allele under

linear amplification conditions.

Determination of the sensitivity of Real-time SSP-PCR for the DQB1*0201
Allele

To determine the sensitivity of our assay, we serially diluted known quantities of
genomic DQB1*0201 DNA (1000, 500, 250 and 100 pg) into 100 ng of the recipient
DQB1*0602 DNA, because this is the maximum amount of recipient DNA that
allows to quantitate the donor DNA under linear conditions. The fluorometric data
were displayed and analyzed with the LightCycler software throughout the reaction
(10). The program has the capability to extrapolate and graphic the log-linear
values of the log fluorescence versus cycle (Fig. 3A) and to calculate the fractional
cycle number termed “crossing number” at which the onset of fluorescence is
detected. A standard curve was generated by plotting the log concentration of the
standards versus their respective crossing points (Fig. 3B). It was possible to
produce a linear curve (r=0.9), adjusted automatically to reach the lowest mean
squared error (e=1.3 x 10 =, sum of squeares of deviation/number of measuring
points) up to 0.1 ng of genomic DQB1*0201 DNA (Fig.3B). Thus, in these
experiments, realtime SSP-PCR amplification allowed to reproducibly quantitate
levels of microchimerism was as low as 0.1%. Assuming that in the clinical setting
most of the donors will be heterozygous for the HLA class Il alleles, at least for this
combination of donor/recipient DNA (DQB1*0201/DQB*0602) the sensitivity would

be approximately 0.2% (0.2 ng of heterozygous genomic DQB*0201 in 100 ng of
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recipient DNA).

Although other reports described PCR-derived methods that could detect lower
levels of microchimerism, these approaches are cumbersome and prone to
contamination, and nonspecific results were reported using nested PCR (6). In our
opinion, the simplicity and accuracy of the approach presented here vastly
outweighs the relative lower sensitivity of the described technology, compared with
the above mentioned assays. In fact, the 0.2% sensitivity of the proposed approach
is sufficient to warrant its use for DNA detection in most studies of macro- and
microchimerism. The high degree of fidelity and simplicity of execution are also
critical factors when evaluation large numbers of samples and in particular
longitudinal samples. Thus, the method described here may be ideally suited for

studying microchimerism in the transplant setting.
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Melting curve analysis of the SSP-PCR DQB1*0201 amplicon. Melting curve analysis carried out
using 10 ng of genomic DQB1*0201 DNA of H,O (2). (C) Control reaction without DNA template
and in the presence of 10 ng of DQB1*0602 DNA. The DQB1*0201 amplicon has a TM of 91.5°C.
The arrow marks the temperature data for quantitation are collected. The vertical red line TM marks
the melting temperature of the DQB1*0201 amplification product. Shown in the inset is an agarose-
gel electrophoresis of the SSP-PCR amplification. The size of a DQB1*0201 amplicon is 205 bp. M

is a 100 base pair ladder DNA marker (Gibco/BRL).
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Figure 2.
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Influence of the amount of DNA background on the linearity of the amplification reaction. Genomic
DQB1* 0201 DNA, 0.5, 1.0, and 2.5 ng, were amplified in the presence of 10 ng of DQB1*0602
background DNA (black circles) or in the presence of 50 ng (yellow circles), 100 ng (blue circles), or
250 ng (red circles) of DQB1*0602 DNA, respectively. Lack of linearity is observed in the presence

of 250 ng of DQB1*0602 DNA.

Figure 3.
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Sensitivity of real-time SSP-PCR amplification of the DQB1*0201 allele. (A) the plot, Log Flo vs.
Cycle, shows the fluorescence of the DQB1*0201 DNA amplification from reactions containing
1000, 500, 250, and 100 pg of DNA in the presence of 100 ng of DQB1*0602, equivalent to 1%,
0.5%, 0.25% and 0.1% microchimerism respectively, after the background fluorescence was
automatically subtracted. Each reaction performed in duplicate (B) by plotting the log of standard
concentration versus the fractional cycle number crossing points, a standard curve was generated.

(€=1.3x107%, sum of squares of deviation/number of measuring points). Each measurement was

performed in duplicate. The standard curve is representative of three independent experiments.

9. POLIMORFISMO DE LOS ALELOS HLA-DRB1 Y SU ASOCIACION CON
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RESUMEN

Se buscé tipificar a nivel molecular los alelos de los Antigenos de Leucocitos
Humanos, HLA- DRB1 con un grupo de nifios mestizos Colombianos (mezcla de
Nativos Europeos y Africanos) con Artritis Reumatoidea Juvenil (ARJ), asi como
analizar su frecuencia de expresion y compararla con sujetos clinicamente
normales e Investigar la asociacion entre la frecuencia de los alelos con los

diferentes subgrupos clinicos de ARJ.

El estudio involucré 65 pacientes con ARJ y 65 controles sanos. La tipificacion de
los alelos HLA-DRBL1 se realizé por medio de la metodologia Reaccién en Cadena
de la Polimerasa utilizando sondas de oligonucleotidos de secuencias especificas
(PCR-SSOP), protocolo recomendado por el XlI International Histocompatibilty

Workshop realizado en St-Malo - Paris en el afi01996.

Los alelos HLADRB1* 1104 (Prueba Exacta de Fisher) (PEF)=0.013, Odds Ratio
(OR)=16.79, Frecuencia Etiologica (FE)=0.93) y DRB1*1602(PEF= 0.016,
OR=8.98, FE= =0.88) se evidencian como marcadores de susceptibilidad. HLA-
DRB1*1501 (FP = 0.466; p = 0.005) y HLA DRB1*1402 (FP = 0.49; p = 0.009) se
comportaron como alelos asociados con proteccion. Al comparar las asociaciones
entre alelos y los diferentes subgrupos clinicos se encontré asociacion entre ARJ
oligoarticular con HLA-DRB1* 1104 (p = 0.0034, OR= 41.53, FE = 0.97), ARJ
poliarticular se asocio con el alelo HLA-DRB1* 0404 (p = 0.012, OR= 8.75, FE =

0.88) y en el grupo sistémico, el alelo mas expresado fue el HLA-DRB1*1602 (p =
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0.005, OR = 21.33, FE =0.95). La presencia de Factor Reumatoide estuvo
asociado con los alelos HLA-DRB1*0407 (p = 0.05, OR = 11.2, FE =0.45)y
HLA-DRB1*1302 (p = 0.02, OR= 22.8, FE= 0.63) En el grupo de pacientes con
ANA+ solo hubo significancia estadistica para el alelo HLA-DRB1* 0701 (p =

0.001, OR= 58, FE=0.73).

Nuestros resultados sugieren que los genes del MHC en este subgrupo étnico,

participan no sélo en la susceptibilidad a desarrollar ARJ sino también en la

expresion clinica de la enfermedad.

Palabras claves: ARJ: Artritis Reumatoide Juvenil, alelos HLA-DR, Polimorfismo,

Subtipos HLA-DRB1.

ABSTRACT: POLYMORPHISM OF HUMAN LEUKOCYTE ANTIGEN HLA-
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DRB1 ALLELES AND THEIR ASSOCIATION WITH JUVENILE RHEUMATOID
ARTHRITIS IN A GROUP OF COLOMBIAN MESTIZO CHILDREN

Oligotypes of the Human Leukocyte Antigen; HLA class Il, DRB1 alleles were
characterized at the molecular level in a group of Colombian children suffering
Juvenile Rheumatoid Arthritis (JRA). The distribution of these alleles was examined
in a group of Colombian mestizos children (genetic admixture of Amerindian,
European and Africans) suffering from clinically distinct JRA subsets in order to
detect HLA allele frequency differences in patients with different JRA subsets. A
group of 65 patients with JRA and 65 controls were characterized for the subtypes
of the HLA- DRBL1 alleles using Polymerase chain reaction with sequence specific
oligonucleotide probes (PCR-SSOP). The oligotyping protocol recommended by
the 12™ International Histocompatibility Workshop placed in St-Malo - Paris on1996
was used. Subtype HLA-DRB1*1104 was the allele most strongly associated with
susceptibility to JRA (Fisher's p = 0.013, Odds ratio (OR) =16.79, Etiologic Fraction
(EF) =0.93, HLA-DRB1*1602 was also associated with susceptibility to a lesser
degree (Fisher's p= 0.016, OR=8.98, EF= 0.88). HLA-DRBL1 alleles patrticipating in
JRA protection were HLA-DRB1*1501 (Preventive Fraction (PF) =0.466, p=0.005)
and HLA DRB1*1402 (PF=0.49, p=0.009). The relationship between some HLA-
DRBL1 alleles and clinical features was also compared. The presence of rheumatic
factor was associated with the alleles HLA-DRB1*0407 (p= 0.05, OR= 11.2,
EF=0.45) and HLA-DRB1*1302 (p= 0.02, OR= 22.8, EF=0.63). There was also an
association between HLA-DRB1*0701(p= 0.001, OR=58, EF=0.73) with expressing

ANA +. We found that in oligoarticular subset the allele HLA-DRB1*1104,
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(p=0.00034, OR =41.53, EF= 0.97) was the ones expressed most commonly. In
the poliarticular group, the alleles most frequently expressed were HLA-
DRB1*0404 (Fisher p =0.012, OR=8.75, EF=0.88). In patients with Systemic JRA
the HLA-DRB1*1602 allele (p =0.005, OR=21.33, EF=0.95) was most frequent.
These results suggest that the MHC genes of mestizo children influence not only in
the clinical expression of the disease, but also in the susceptibility to its

development.

Key words: Juvenile Rheumatoid arthritis, HLA-DR genes, MHC polymorphism,

HLA DRB1 Subtypes.

INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ) constituye la causa mas comun de artritis
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cronica en nifios y es la menos estudiada desde el punto de vista inmunogenético
(1). Esta enfermedad corresponde a un grupo de cuadros clinicos heterogéneos
con manifestaciones clinicas que varian en morbilidad, presentacion y curso
clinico (2,3) A diferencia de la Artritis Reumatoide del adulto (AR), ARJ se
presenta clinicamente con tres subgrupos clinicos, lo cual la hace mas interesante
como modelo para estudiarla desde el punto de vista inmunogenético, al permitir
asociar marcadores del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) con la
enfermedad.

Por definicidn, el inicio de la enfermedad ocurre antes de los 16 afios de edad y
esta clasificada en tres grupos clinicos: ARJ oligoarticular, ARJ poliarticular y ARJ
sistémica (4-8). El grupo de ARJ oligoarticular es el mas frecuente (50% de los
casos) y en éste, es frecuente el compromiso ocular, cuya manifestacion clinica es

una uveitis, la cual generalmente es subclinica (6,9).

La literatura y los diferentes grupos en el mundo, estdn de acuerdo en que, desde

el punto de vista inmunogenético, AR y ARJ son enfermedades diferentes (10 -12).

Numerosos estudios se han llevado a cabo con diferentes poblaciones, tratando
de asociar los diferentes subgrupos clinicos de ARJ con el polimorfismo del MHC.
En ellos se han encontrado variaciones segun el grupo étnico estudiado,
identificandose varias asociaciones HLA. También se ha establecido que
determinados alelos pueden jugar un papel importante como factor de riesgo para

el desarrollo de ciertas complicaciones de la enfermedad o estar asociado a un
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gen protector. Estos hallazgos se han obtenido utilizando bien sea técnicas
seroldgicas y/o tipificacion a nivel del DNA (15-18). La mayoria de estos estudios
se han llevado a cabo en europeos y norteamericanos, en especial caucasicos y
anglosajones. Estas investigaciones, han mostrado datos polémicos debido al
namero restringido de pacientes estudiados(13,14). El subgrupo clinico mas
estudiado es la ARJ Oligoarticular. En éste se han encontrado asociaciones con
HLA-DRB1*08, DRB1*11 y DRB1*13, (2, 15, 16, 17,18). El alelo DRB1*07 se ha
encontrado disminuido en este grupo, sugiriendo un rol protector (17, 19,20). En
los pacientes con las caracteristicas clinicas de ARJ poliarticular que son FR (+),
la asociacién mas significativa es con el alelo HLA- DRB1*0404. Este mismo alelo
esta implicado en AR, sugiriéndose que este subgrupo clinico pudiera ser el
mismo de la AR en el adulto de instalacion temprana (21, 2,22). En el subgrupo
poliarticular con FR negativo se han asociado los alelos DRB1*01 y DRB1*08 (17,
22,23). El desarrollo de uveitis, la cual es mas frecuente en pacientes con FR
negativo y Anticuerpos Antinucleares positivo, ANA+ se ha informado asociacion

con los marcadores DRB1*11 y DRB1*13 (2, 15,22).

En este estudio, llevado a cabo en pacientes mestizos colombianos, encontramos
al alelo HLA-DRB1*1104 asociado a susceptibilidad con ARJ y en especial al
subgrupo clinico ARJ oligoarticular, asociacion previamente descrita en caucésicos
por otros autores. También encontramos una asociacion entre la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad con el alelo: DRB1*1602 siendo esta mas frecuente en

el fenotipo sistémico. Los alelos HLA-DRB1*1501 y DRB1*1402 se asociaron con
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proteccion.
El desarrollo de este trabajo permitié estudiar las asociaciones entre marcadores
biolégicos con las caracteristicas clinicas en la poblacién colombiana mas

representativa (mestizos) y sugerir marcadores de proteccion y/o susceptibilidad.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

La muestra de pacientes estuvo conformada por 65 nifios con diagnéstico de ARJ,
todos mestizos colombianos en edades comprendidas entre 2 y 16 afos de edad.
Treinta y tres de ellos provenientes de la consulta reumatoldgica institucional del
hospital San Vicente de Paul de Medellin, y los 32 restantes de la Clinica del nifio
del Instituto de los Seguros Sociales asi como de la clinica Colsubsidio de Bogota.
Los pacientes se diagnosticaron de acuerdo con los criterios y la clasificacion del
American College of Rheumatology (4,7). En todos ellos el inicio del cuadro clinico
se dio antes de los 16 afos. A todos se les practicaron marcadores seroldgicos de
autoinmunidad. En todos ellos se investigd la presencia de anticuerpos
antinucleares usando la técnica de inmunofluorescencia con células HEP-2 y
factor reumatoide por prueba de Latex. Se sometieron a una valoracion
oftalmoldgica inicial y a controles peridédicos (cada 4 - 6 meses) para detectar
uveitis. Se conformaron subgrupos de 33 y 32 pacientes de cada ciudad
respectivamente. Los nifios previamente habian sido evaluados y monitorizados
clinicamente por un periodo no inferior a 6 meses antes de su ingreso al protocolo

de la investigacién. Toda la recolecciéon de la informacién fue primaria y fue
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realizada por los investigadores clinicos. Esta se registr6 en un formato de

protocolo previamente elaborado para ello.

Controles

Como grupo control se seleccionaron 65 nifios clinicamente normales, del mismo
grupo étnico de los pacientes con ARJ. Estos nifios no estaban relacionados
familiarmente, y presentaban igual distribuciébn por sexo y edad. El area de
procedencia era similar a la de los pacientes ARJ. Todos ellos tenian
antecedentes de que sus padres y abuelos fueron nativos de esas areas o ciudad
asignada. Ninguno tenia un familiar cercano trabajando en consultorios clinicos o
areas de prestacion de servicios de salud. Ninguno tenia antecedentes
personales ni familiares de alergia, enfermedades autoinmunes, psoriasis 0

espondilo artropatias.

Obtencién del ADN
A cada paciente y control se le tomaron las muestras bioldgicas a partir de sangre
venosa periférica para extraer el ADN por la metodologia de "Extraccion de sales"”

(salting out) (24).
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Tipificacion molecular de los alelos HLA-DRB1

Todas las muestras de los pacientes y controles fueron tipificados para identificar
los alelos HLA-DRB1 utilizando la técnica de Reaccion en cadena de la
Polimerasa (PCR) con oligonucleotidos de secuencia especifica (PCR-SSOP). El
procedimiento usado fue el recomendado por el 12" International
Histocompatibility Workshop Congress (25,26).Los iniciadores y las sondas

utilizadas en dicho protocolo permitieron un tipaje de alta resolucion.

Analisis Estadistico

Para el calculo y la interpretacion de la significancia estadistica de las diferentes
frecuencias alélicas y para el analisis de las asociaciones observadas, se utilizé el
test de Chi cuadrado (X;), basado en una tabla de 2 x 2 con correccion Mantel-
Haenszel. En aquellos casos en el que la tabla de 2 x 2 contenia un valor menor
de 5, se utilizé la prueba exacta de Fisher (PEF), con un intervalo de confianza del
95%. El OR se calcul6 para aquellos alelos que mostraron significancia estadistica
cuando fue comparado con el grupo control. La fraccion etiolégica y la fraccion
preventiva fueron calculadas para aquellos antigenos que mostraron asociacion o

estaban ausentes en la muestra de pacientes estudiada (27).

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas de la muestra estudiada
Las caracteristicas clinicas de los pacientes que se involucraron en este estudio

resultaron ser similares a aquellas descritas por otras series publicadas en la
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literatura (2, 22, 23, 28, 29, 30, 31,32). El grupo etareo en donde se encontro el
mayor numero de pacientes (38 pacientes), estuvo entre escolares de 5 a 10
afos de edad (60.3%), seguido del grupo etareé de 2 a 5 afios (22.2%). Los 11
pacientes restantes (17.5%), tenian entre 11 y 16 afios de edad. La literatura no
aporta conclusiones respecto de la asociacion entre alelos HLA y la instalacion
temprana de ARJ. Solo existen datos obtenidos de analisis serolégicos que
asocian el HLA-DR4 con poliartritis de instalacién temprana (33,34). Aunque la
entidad fue mas prevalente entre mujeres (60%), este hallazgo no fue
estadisticamente significativo. La distribucion del namero de pacientes con
relacién al subgrupo clinico en el momento de la instalacion del cuadro clinico,
mostré resultados iguales a los descritos por otros autores. De 65 pacientes, 26 se
clasificaron como ARJ oligoarticular, 23 como ARJ poliarticular y los otros 16
pacientes tuvieron un cuadro clinico como ARJ de tipo sistémico. Del total de
pacientes, solo 6 de ellos (9.2%) tuvieron ANA positivos. El 10.8% de la |[muestra
(7 del total de pacientes), tenian presencia de FR positivo. Se encontro
desnutricion proteico caldrica y retardo del crecimiento entre los subgrupos clinicos
poliarticular y sistémico. La desnutricion grado Il fue la mas frecuentemente
encontrada, siendo ARJ poliarticular el subgrupo clinico con més alta prevalencia

(34.7%). (Figura 1).

No se encontrd significacion estadistica cuando se buscé una asociacion entre el

curso clinico de esta enfermedad y la presencia de estos marcadores

autoinmunes. Se destaca que de los 65 pacientes, s6lo en uno (1) se diagnosticé
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uveitis. Este pertenecia al subgrupo clinico poliarticular y su fenotipo fue tipificado

como HLA-DRB1*1301 / *1601.

Tipificacion molecular de los alelos HLA-DRB1

Los resultados del tipaje molecular para los alelos HLA-DRB1, tanto en los sujetos
enfermos como en el grupo de control, se muestran en la Tabla 1. En ella sélo se
presentan los alelos mas frecuentemente expresados, resaltando los que estan
significativamente incrementados o disminuidos. Los alelos DRB1 mas
frecuentemente expresados en los pacientes con ARJ fueron el DRB1*1104 (PEF
= 0.013, OR = 16.79, IC.95% = 0.84 - 280.64, FE = 0.93) y el alelo DRB1*1602
(PEF = 0.016, OR = 8.98, IC.95% = 0.73 - 150.3, FE = 0.88) asociandolos a

susceptibilidad.

Al comparar el alelo DR15 tanto en los controles sanos como en los pacientes, se
observo una alta expresion del mismo en el grupo control (p=0.0078, FP=0.26),
siendo el subtipo DRB1*1501 el mas significativo (p= 0.0048, I1C.95%= 0.02 - 0.72,
FP=0.466). Igual patrén estadistico se observé con el alelo DR14 (p=0.015,
FP=0.51), siendo el subtipo DRB1*1402, el de mas significancia (p=0.0087,
IC.95%= 0 - 0.80, FP= 0.49). Los alelos DRB1*0405 y DRB1*0407 se expresaron
de manera significativa en los pacientes con ARJ pero al compararlos con los

sujetos sanos no mostraron significancia estadistica.
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Distribucién de los alelos DRB1 en los diferentes subgrupos clinicos de ARJ

En el subgrupo oligoarticular, el alelo que mas se expreso fue el DRB1*1104 (OR
= 41.53, p = 0.00034). Este hallazgo es consistente con los informes previos de la
literatura (35, 15,36). El HLA-DRB1* 0404 (OR = 8.750, p = 0.012) fue el que mas
se expreso en el subgrupo de pacientes con ARJ poliarticular. El subgrupo clinico
de pacientes con manifestaciones de ARJ sistémica mostré una asociacion con el
incremento de la expresion del alelo DRB1* 1602. (OR = 21.33, p = 0.0048) (Tabla

2).

La presencia de ANA positivo se asoci6 al alelo DRB1* 0701 (p = 0.001, OR = 58,
FE = 0.73). También se encontré un incremento significativo de los alelos DRB1*
0407 (p = 0.05, OR = 11.2, FE =0.45) y DRB1* 1302 (p = 0.02, OR= 22.8, FE =

0.63) en aquellos pacientes que tuvieron factor reumatoide positivo.

DISCUSION

En las enfermedades autoinmunes del humano se ha podido documentar una
asociacion entre el polimorfismo de los alelos HLA-Clase | y Clase Il con
susceptibilidad a desarrollar dichas enfermedades. De hecho se ha postulado que
en las enfermedades hereditarias complejas y poligénicas, la respuesta inmune
dirigida contra antigenos propios es crucial en la etiopatogenia de la enfermedad, y
que ésta respuesta estaria condicionada por una particular expresion o rearreglo
de los genes en un individuo. De esta forma, un alelo HLA especifico podria

favorecer la presentacion antigénica de un péptido artritogénico a un repertorio de
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TcR predeterminado genéticamente (37).

A diferencia de la Artritis Reumatoide del adulto, la Artritis Reumatoide Juvenil es
una enfermedad heterogénea desde el punto de vista clinico, con un curso
variable, en la que se definen subgrupos clinicos claramente diferentes (38). El
componente genético en la patogénesis de Artritis Reumatoide del adulto ha sido
bastante investigado, a diferencia de la Artritis Reumatoide Juvenil, en el cual los
estudios al respecto no son concluyentes, sin embargo, es claro que los genes y
los mecanismos que condicionan la predisposicién y/o proteccion en ARJ son

diferentes (39).

ARJ es una enfermedad compleja, poligenica en la cual se han podido documentar
asociaciones no solo con los genes asociados al MHC sino también con muchos
otros marcadores tales como: Los genes promotores de IL-1,IL-6 e IL-10, TNF
alfa/beta y el polimorfismo de la region variable 6.1 de TcR entre otros(40).
Aunque las asociaciones mas consistentes y reproducibles han sido las descritas
con el polimorfismo de los genes MHC, los otros marcadores genéticos complican
el andlisis de las bases genéticas de esta enfermedad. Ademas es evidente que
no existen razones para suponer que ARJ sea diferente de las otras
enfermedades autoinmunes en las cuales se ha podido documentar varios
sistemas genéticos esparcidos por diferentes cromosomas asociados a la
susceptibilidad y expresion de la enfermedad (41).

A pesar de muchos estudios encaminados a asociar Antigenos de Leucocitos
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Humanos y Artritis Reumatoide Juvenil (42), no esta claro aun, cuéles de los
genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad estan directamente
involucrados en la patogénesis de esta enfermedad. Ella, por ser una enfermedad
heterogénea, hace mas compleja su asociacion con los alelos HLA. Todos los
estudios publicados han sido desarrollados en pacientes caucasicos Yy
anglosajones mas no en grupos étnicos mestizos. Hasta la fecha no habia
informacién de estudios inmunogenéticos en pacientes latinoamericanos, ni mucho

menos en colombianos.

El subgrupo oligoarticular ha sido el mas estudiado desde el punto de vista
genético (43,28), y el alelo DRB1*1104 es el que mas significado estadistico ha
mostrado, en particular, en el subgrupo ARJ oligoarticular de instalacién temprana
que desarrolla uveitis. Otro alelo de asociacion es DRB1*001/3 con ARJ
poliarticular y FR negativo. En los pacientes con ARJ poliarticular y FR +,
(manifestacion clinica que mas se asemeja con AR), la asociacidn mas descrita
es con HLA-DRB1*04 (10-12). Andlisis de secuencia de los alelos DR4 revelan
una frecuencia alta con DRB1*0401 y DRB1*0404 en caucasoides y con
DRB1*0405 en pacientes japoneses (43), concepto que refuerza la relacion

estrecha entre AR y ARJ poliarticular con FR + (43,10).

En este estudio, describimos en nuestra poblacion mestiza, al alelo HLA-

DRB1*1104 (PEF = 0.011; OR = 14.34; FE = 0.93) como un marcador que se

muestra asociado a un gen de susceptibilidad para ARJ. Este hallazgo es
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significativo, ya que es el primer trabajo en poblacion mestiza que reproduce a
este marcador genético como un gen asociado a susceptibilidad en la poblacion
en general (9, 15,36). Igualmente, este mismo alelo fue el Unico marcador de
susceptibilidad que mostro franca significacion estadistica en los pacientes del
fenotipo oligoarticular (OR = 41.63; p = 0.00035; FE = 0.97). Nosotros también
encontramos una asociacion de susceptibilidad entre el alelo DRB1*1602 y el
fenotipo sistémico (p = 0.0048; OR = 21.33; FE = 0.95). Este ultimo hallazgo es
diferente de los publicados por otros autores, quienes no encontraron asociacion
alguna de este alelo con este fenotipo (29). Este mismo alelo fue descrito por

nosotros asociado a enfermedad de takayasu (44), en mestizos de nuestro pais.

Los alelos HLA DRB1*0405 y DRB1*0407 se encontraron mayormente
expresados en los pacientes (28 de 65); sin embargo, al compararlos con los
sujetos controles no se encontré significado estadistico. Probablemente la
explicacion a este hallazgo sea el hecho que estos alelos son frecuentes en

nuestra poblacion mestiza (45).

La frecuencia de expresion del subtipo HLA-DRB1*0404 mostré una significancia
estadistica con el fenotipo ARJ poliarticular (p=0.012, OR=8.75, FE=0.88), lo que
compagina con lo encontrado por otros autores al estudiar otros grupos étnicos

(2,10-12, 17,31) comportdndose también como un marcador de susceptibilidad.

Los alelos HLA-DRB1*1501 (p = 0.0048 OR = 0.14, FP = 0.46) y DRB1*1402 (p =
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0.0087, OR = 0.1, FP = 0.49) se comportan como marcadores de proteccion.

Desde el punto de vista inmunogenético, nuestros resultados reproducen los
encontrados previamente por nosotros y otros autores (46-48), en los cuales se
muestra que nuestra carga geneética es una mezcla de genes de amerindios,
caucasicos y genes negros, representando la carga genética que se ha
establecido en esta parte de América del sur en los Ultimos 6 siglos. Al asociar
nuestros marcadores, alelos del HLA-DRB1, con el subgrupo sistémico, los datos
no son estrictamente comparables con los encontrados por diferentes grupos de
investigadores, debido probablemente a que los datos obtenidos por ellos

provienen de diferentes grupos poblacionales (32).

A pesar del niUmero relativamente pequefio de pacientes, en cada subgrupo clinico
estudiado en nuestra serie, todas las asociaciones encontradas muestran un
evidente valor estadistico. Nuestros resultados concuerdan con los datos
publicados no solo en la literatura sino también con las conclusiones del
componente de ARJ del 12Th Taller internacional de Inmunogenetica y trasplante
(49). A pesar que en nuestro trabajo, la relacion entre casos y controles es 1:1 lo
que plantea la posibilidad de error tipo 1, los valores de las fracciones etiologicas y

de prevencion muestran datos de demostrada asociacion estadistica.

Si estas asociaciones que nosotros estamos describiendo en este estudio,

pudieran reproducirse en otros grupos étnicos mestizos, con similares
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caracteristicas demograficas, podria hipotetizarse que mecanismos de
susceptibilidad ligados a el polimorfismo de ciertos genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) y la funcién de sus productos proteicos, los antigenos
HLA, en el complejo trimolecular TcR- Péptido — MHC pudieran participar en la

susceptibilidad y en la expresion clinica en esta enfermedad.

De hecho, los resultados de este trabajo permiten la descripcion por primera vez,
en la poblacion colombiana mas representativa (mestizos), de la asociacion entre
marcadores MHC, con las caracteristicas clinicas de los tres subgrupos en ARJ y

sugiere marcadores de proteccion y/o susceptibilidad.
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TABLA 1 ALELOS HLA-DRB1 EN MESTIZOS COLOMBIANOS CON ARJ

ALELOS DR CASOS CON ARJ CONTROLES ANALISIS ESTADISTICO
N= 65 FA N=65 FA OR X p FE FP

DR1 17 13.0% 17 13.0% 1.0 0.0 0.58 NS NS
DR15 3 2.3% 13 10.0% 4.70 5.77 0.01 NS 0.26
DRB1*1501 2 1.5% 12 9.2% 0.14 7.94 0.0048 NS 0.466
DRB1*1502 0 0% 1 0.8% 0 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1503 1 0.8% 0 0% 2.02 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1602 8 6.1% 1 0.8% 8.98 PEF 0.016 0.88 NS
DRB1*0301 9 6.9% 7 5.3% 1.32 0.071 0.4 NS NS
DRB1*04 28 21.5% 25 19.2% 1.21 0.28 0.59 NS NS
DRB1*0405 8 6.1% 5 3.8% 1.68 0.76 0.38 NS NS
DRB1*0407 10 7.6% 6 4.6% 1.79 1.13 0.28 NS NS
DRB1*0404 7 5.3% 2 1.5% 3.80 2.96 0.085 NS NS
DR11 13 10.0% 9 6.9% 1.56 0.87 0.35 NS NS
DRB1*1101 3 2.3% 4 3.1% 0.74 PEF 0.5 NS NS
DRB1*1102 2 1.5% 4 3.1% 0.48 PEF 0.68 NS NS
DRB1*1104 7 5.3% 0 0% 16.79 PEF 0.013 0.93 NS
DRB1*1107 1 0.8% 0 0% 3.02 PEF 1.0 NS NS
DR12 2 1.5% 3 2.3% 0.66 PEF 0.5 NS NS
DRB1*06 3 2.3% 0 0% 7.3 PEF 0.12 NS NS
DR13 16 12.3% 13 10.0% 1.31 0.40 0.52 NS NS
DRB1*1301 9 6.9% 5 3.8% 1.93 1.27 0.26 NS NS
DRB1*1302 3 2.3% 5 3.8% 0.581 PEF 0.72 NS NS
DRB1*1303 3 2.3% 3 2.3% 1.0 PEF 1.0 NS NS
DRB1*1305 1 0.8% 0 0% 3.02 PEF 1.0 NS NS
DR14 5 3.8% 15 11.5% 0.28 5.86 0.015 NS 0.51
DRB1*1401 4 3.1% 6 4.6% 0.645 0.43 0.51 NS NS
DRB1*1402 1 0.8% 9 6.9% 0.1 6.88 0.0087 NS 0.49
DRB1*0701 18 13.8% 14 10.8% 1.4 0.66 0.41 NS NS
DRB1*0802 8 6.1% 9 6.9% 0.87 0.07 0.79 NS NS
DRB1*1001 0 0% 1 0.8% 0 PEF 1.00 NS NS
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N = Numero de sujetos estudiados

FA = Frecuencia alélica

OR = Razén de disparidad

PEF = Se aplica prueba exacta de Fisher
p = Probabilidad

FE = Fraccion etiologica

FP = Fraccion Preventiva

NS= no-significancia
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TABLA 2

FRECUENCIA ALELICA DE LOS ALELOS HLA-DRB1 MAS FRECUENTEMENTE

EXPRESADOS EN DIFERENTES SUBGRUPOS CLINICOS DE MESTIZOS COLOMBIANOS

CON ARJ
ALELOS CONTROL ARJ Oligoarticular
ES N= 26
N=65
DRB1*11 F*=0 F OR p FE
04 (6)23.07 | 4153 | 0.00034 | 0.97
%
DRB1*04 | F* (2) 3.0 ARJ Poliarticular
04 % N= 23
F OR p FE
(52173 | 8750 | 0.012 |0.88
%
DRB1*16 | F* (1)1.5 ARJ Sistémico
02 % N=16
F OR p FE
(4)25 % 21.33 0.0048 0.95

N = NUumero de sujetos

FE = Fraccion Etiolégica

F = Frecuencia Alélica

p = Probabilidad

OR = Raz6n de disparidad
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FIGURA 1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

N\

B

Gl Gl EUTROF| FR+ ANA+
E Poliarticular 2 6 15 6 3
Oligoatrticular 0 3 23 0 3
Hl Sistémico 0 7 9 1 0

G | = Desnutricion Grado |
G Il = Desnutricion Grado I
EUTROF = Eutroficos

FR = Factor Reumatoide

ANA = Anticuerpos antinucleares
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10. P39.12 (H9) ABSENCE OF EO-JRA IN A NORTH COLOMBIAN
AFROCARIBBEAN SUBPOPULATION -ASSOCIATED HLA-CLASS | DNA

POLYMORPHISM °©

G Garavito, D Middleton, A Iglesias, EE Egea, CV Caballero, E Egea

Universidad del Norte, Barranquilla, Colombia, Universidad Nacional de Colombia,
American Red Cross, Belfast, UK

Several MHC-class | antigens have been associated with protection
and susceptibility to early onset-Juvenile Rheumatoid Arthritis (EO-
JRA) in Caucasian and Caucasoid population. In contrast there are few
studies done in afrocaribbean population suffering from this
autoimmune disease. The purpose of our study was to investigate a
possible association or influence of the HLA-Class | DNA
polymorphism on the occurrence or absence of EO-JRA in an
afrocolombian subpopulation living up to the north coast in Colombia.
To do this we set up a clinical follow-up monitoring search in order to
diagnose EO-JRA in a local health clinic serving a rural afrocaribbean
Colombian subpopulation inhabitants of Baru, an island located in front
of Cartagena de Indias, a city in the Caribbean coast of Colombia. In
this period no case of JRA was diagnosed in 4000 children-age ranged
between 7 to 18 years. Each child had an average of 1.8 clinical exams
through out the time this study was performed. Further a HLA class |
molecular characterization of the MHC genes was done in 70 random
selected DNA samples from unrelated native individuals, in whom their
relatives were living in the island during at least three generations. To
oligotype HLA-A * and HLA-CW* we used PCR-SSOP technique.
Thirty one HLA-A * alleles and eighteen HLA- CW* alleles were typed.

10 Abstract presentado en el XlII international Congress of Histocompatibility and Immunology, 18
mayo-2003 en Seatle (USA) y publicado su resumen en el volumen 59 suplemento 2 pagina 138.
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Our results showed that A*0214 is the allele with the highest gene
frequency (0.03175). Other relevant A*02 subtypes found were:
A*0201(0.0247) A*0203(0.00522) A*0205(0.00542). At the HLA-CW*
locus the most significant alleles expressed were: CW*07(0.0645)
CW*15 (0.0594) CW*0.4(0.0444). It is important to note that the allele
C*0302(0.01912) had the highest gene frequency found in this unique
afrocolombian subpopulation. These results are different from data
published for others Colombian investigators, who have done research
on other afrocolombian groups. The explanation for this is a different
ancestor of our afrocaribbeans, making reference to the African region
from they originally descended. Our results also could mean that the
admixture between genes coming from Iberian conquest and west and
central African population may protect against the development of JRA
in afrocaribbean children. More studies should be done in different
afrocaribbean community to prove this hypothesis.
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ABSTRACT

We studied the association of HLA-DRB1 and HLA-DQBL1 allele and haplotypes
with Juvenile Rheumatoid Arthritis (JRA) in 65 patients and 65 controls, from
Colombia. The JRA subsets were distinguished based on criteria established by
the American College of Rheumatology. (Formerly ARA) The classification of
haplotypes was determined on the basis of known frequencies of Caucasians,
Asians, Africans and Amerindians. Two haplotypes were associated with
protection, HLA-DRB1*1501, DQB1*0602 (p=. 002) and HLA-DRB1*1402,
DQB1*0301(p= .01). The polyarticular subset showed association with the
aminoacid sequence °QRRAA™ which includes HLA-DRB1*04, 01 and *1402.
Two new findings of interest were in the association of a Caucasian haplotype
(DRB1*1104, DQB1* 0301 p=.0002) with pauciarticular- JRA and a new finding of
the Amerindian haplotype (DRB1*1602, DQB1*0602 p=.0000002) association with
the systemic - JRA. The DRB1 alleles of these two haplotypes, share the epitope
"DRRAA™ and were associated with both the pauciarticular and the systemic
subset of JRA. Our results suggest that studies of disease susceptibility in
populations of admixed genetic background, should take into account the
contribution of the ethnic groups or nationalities in the control and disease

populations studied in order to rule out stratification factors.
Key Words: JRA (Juvenile Rheumatoid Arthritis), HLA association, HLA-DRB1 -
DQBL1 alleles, MHC-Class Il Haplotypes.

Abbreviations
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HLA Human Leukocyte Antigen

JRA Juvenile Rheumatoid Arthritis

OR Odds ratio

PCR Polymerase Chain Reaction

SSO Sequence Specific Oligonucleotide
SSP Sequence Specific Primers

MHC Mayor Histocompatibility Complex
ACR American College of Rheumatology

INTRODUCTION

Juvenile Rheumatoid Arthritis is defined as a chronic arthritis of unknown etiology
appearing in patients of less than 16 years of age. It is the most frequent
rheumatic disease found in children (1). This disease is a heterogeneous chronic
disease with a broad variability of its clinical presentation (2). Juvenile rheumatoid
arthritis (JRA), also known as juvenile idiopathic arthritis can be distinguished on
the basis of clinical parameters at the onset of diseases. JRA is classified on the
basis of presentation during the first six months from its appearance (Onset) into
pauciarticular onset or oligo-articular when the number of joints involved at the
moment of its onset are less than five joints, polyarticular arthritis affecting five or
more joints (Rheumatoid Factor Negative- Rheumatoid Factor Positive) and
systemic Arthritis, which have extraarticular manifestations. Oligoarticular-onset
JRA has a relativily benign clinical course, whereas polyarticular an systemic onset

types often are nonoremitting and disabling requiring aggressive treatment ( 3-6 ).

In humans, MHC is one of the most polymorphic genetic systems. To date

numerous studies have been performed to study the HLA polymorphism in different

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003 183



populations and ethnic groups (7-9). Reliable estimates of phenotypes, gene and
haplotype frequencies of HLA antigens, alleles and group of alleles in well-defined
ethnic populations, are of theoretical and practical importance. Practical
applications of such frequencies include clinical transplantation and HLA disease

association (7).

The relationship between alleles of MHC gene complex with JRA has been the
subject of numerous investigations displaying high significance associations with
alleles or groups of alleles in the HLA antigen systems (10- 12). There are several
studies which have reported association of JRA with different human HLA class I
alleles using either serological or DNA typing techniques, but the majority of these
findings come from studies done in European and Caucasians ethnic groups (13-
16). For the pauci or oligoarticular onset, which is the most common and most
extensively studied subgroup, the alleles HLA -DRB1*08, DRB1*11, DRB1*13,
DQB1*0402 (18-19) show the strongest association with susceptibility, and for the
polyarticular JRA the alleles HLA-DB1*0401, DRB1*01 and DRB1*08 has been
found associated to susceptibility (17-22).

The reported associations did not report linkage disequilibrium_studies between
alleles of closely linked loci (23-26). However, the association between the
pauciarticular JRA subtype with certain HLA class Il antigens provides strong
evidence in favor of T cell involvement through an HLA peptide-T cell receptor
complex. This could be a relevant pathophysiological mechanism in the

development of JRA (3-6).
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Our main aim was to perform high resolution typing at the allele level in 65
pediatrics Colombian Mestizo patients suffering from JRA in order to investigate
the association of three different subgroups of JRA with HLA-DRB1 and HLA-
DQB1 alleles and HLA DRB1 - DQB1 haplotypes. The Mestizos were born in
Medellin and Bogota, both cities located in the country’s hinterland where we could
demonstrate that their four grandparents were also born in the same geographical
areas without evidence of recent European origin. In this regard, Colombia is a
country with a large population with a genetic admixture although with a significant

Caucasian and Amerindian component (27,28).

MATERIALS AND METHODS

Patients

Sixty-five pediatric Colombian Mestizo patients from two different outpatient units
of Rheumatology of two Colombian cities (Medellin and Bogota) were recruited. All
of them were diagnosed as JRA by the clinicians involved in this study, based on
the criteria of classification of ACR Formerly = American Rheumatism
Association(5). All children were followed up for at least six months after they were
diagnosed. All clinical and laboratory data of each patient was recorded on a
modified patient identification form, provided by the 12th International
Histocompatibility Workshop and Conference (29), by clinicians including disease
presentation and markers as rheumatoid factors (RF), antinuclear antibodies

(ANA), and presence / absence of uveitis.
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Controls

As a control group, 65 Colombian Mestizo children consisting of healthy, unrelated
individuals were enrolled. All of them were clinically normal and were randomly
selected from a pull of individuals enrolled in public health programs coming from
each city. Controls were selected by means of systematic random sampling with a
fraction of 1:5. They were typed for all detected HLA-DRB1 and DQB1 alleles. This
group was ethnically homogeneous, and the normal controls as well as the patients
were born in two Colombian cities. From the genetics point of view, they were the
result of an admixture of Amerindian, Hispanic and Black genes representing a
genetic pool that has been established in this part of South America for the last six

centuries (30).

HLA-DNA typing for DRB1 and DQB1 alleles

DNA was obtained from EDTA peripheral blood by a salting-out method (31)
with minor modifications. The DRB1 and DQB1 alleles were determined on
patients and controls using conventional PCR-SSP and PCR-SSO methods

(32,33).
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Statistical analysis

Allele and haplotypes frequencies were calculated. Comparisons of allele
frequencies were accomplished by simple chi square analysis.  Statistical
significance for the various associations in patients versus controls were calculated
using the x* test, based on a 2 x 2 table with Yates correction. The p-values,
corresponding to the x? were corrected by multiplying by the number of
comparisons performed. In cases where the 2 x 2 table contained a value of less
than 5, Fisher’'s exact test was performed. When an allele or a haplotype was
found that had increased significantly in the patients, the odd ratio (OR) was
calculated to assess the strength of the association. DRB1, DQB1 haplotypes
were unequivocally determined by homozygosity or deduced from established
linkage disequilibrium information (7). Haplotype frequencies were determined by
direct counting based on known frequencies of the haplotype of several ethnic

groups.

RESULTS

HLA haplotypes are markers of racial admixture of Juvenile Rheumatoid
Arthritis patients and controls of Colombian Mestizos

We used known HLA-DRB1, DQB1 frequencies as markers of racial admixture (7,
8), Data are summarized in Table 1. It shows that patients and controls have
Caucasian and Asian-Amerindian or Asian admixture. For example, DRB1*1602,

DQB1*0301; DRB1*0802, DQB1*0402 and DRB1*0407, DQB1*, 0302 are Asian-

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003 187



Amerindian.  Also, DRB1*1501, DQB1*0602; DRB1*1104, DQB*0301 and
DRB1*1301, DQB1*0603 are Caucasian haplotypes. The remaining haplotypes (33
and 48) that were expressed in patients and controls respectively, are not shown in
this table because they are not significant from the statically points of view even

also as genetics markers.

HLA haplotypes associations with JRA of Colombian Mestizos

Table 2 shows a summary of the significant associations for either protection or
susceptibility to develop JRA. One Caucasian (DRB1*1501, DQB1*0602) and one
Amerindian-Asian (DRB1*1402, DQB*0301) haplotype was found associated with
protection. By contrast, one Caucasian haplotype (DRB1*1104, DQB*0301) was
found associated with susceptibility for the pauciarticular subset of JRA and one
Asian-Amerindian haplotype (DRB1*1602, DQB1*0301) was associated with the

systemic subset of JRA.

Aminoacid sequence (Shared epitopes) association with JRA in Colombian
Mestizos

Table 3 shows a set of aminoacid sequences DRRAA, QARAA, QRRRA expressed
in several alleles of the DRB1 chain that were found to be associated either with
protection or susceptibility. The epitopes "°QARAA™ together with °QRRAA™ that
were shared in both group of alleles HLA-DRB1*1501, *1502, *1503 and HLA-
DRB1*0404, *0405, *0408, *0101, *0102, *1402 were strongly associated with

protection to development pauciarticular JRA (OR = 1.9, p=.009). The shared
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epitope °DRRAA’™ that are shared for the alleles HLA-DRB1*1601, *1602,
DRB1*1101, *1104 was shown as a marker of susceptibility for both pauciarticular
and systemic JRA subsets (OR=12.4, p= .000002). Although not a single HLA
allele was associated with the polyarticular JRA subset, a comparison of the
shared peptide, °QRRAA™ shared by HLA-DRB1*0101, *0102, *0404, *0405,
*0408 and *0410 alleles was significant (OR = 3.0 and p=.005). This peptide is
significantly associated even when counting the *1402, *0101 and *0102 that are

over-represented in control group p=.02 and OR=1.9.

DISCUSSION

Many studies of HLA associations of Juvenile Rheumatoid Arthritis reported
conflicting results, which were probably related to ethnic or nationality differences
or the possibility that the disease includes several disease entities (14, 15). For
example, the polyarticular form includes patients with rheumatoid factor (RF),
which suggests that this subtype is similar to the adult form of the disease with
younger age when it manifests itself (34). Another source of concern has been the
possibility that recruitment of controls and patient care should be taken into
account to make sure that the populations are not stratified by ethnicity or
nationalities.  This is particularly important when studies are performed in
populations of known genetic admixture such as Mestizos of Colombia or Mexico.
In this respect, ideally genetic markers such as short tandem repeats and blood
groups would determine the degree of admixture of the individuals recruited (7, 28,

35). Furthermore, HLA markers can also be informative and consistent with the
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genetic nature of Mestizos (28, 35). Also, based on published frequencies of large
databases, ethnic-specific DRB1, DQB1 haplotypes have been reported (7, 8). We
reported high resolution typing of such haplotypes in a Mestizo population of
controls and patients with Juvenile Rheumatoid Arthritis and found evidence of
comparable genetic admixture of Caucasian and Asian-Amerindian in patients and

controls.

In this work we were able to show that susceptibility to the Polyarticular subset of
patients is conferred by some HLA-DRB*04 which share the conserved sequence
"QRRAA™.  The QRRAA’™ of DRB1*0404, *0405, *0408 and *0410 was
significantly associated with susceptibility, 15 of 46 vs 18 of 130 controls, p=>.005,
OR=3.0. This sequence is also shared by HLA-DRB1*1402, DRB1*0101 and
*0102. The overall frequency in patients was 16 of 46 and in controls 29 of 130, p=
.02, OR=1.86. Analysis of the genotypes of individuals carrying two copies, and
one copy versus those with alleles negative for the shared sequence showed 4, 11

and 8 versus 1, 23 and 41 respectively.

Comparisons of individuals carrying one or two copies showed a p = .02 and
OR=3.2. Taken together these findings are similar to those of susceptibility to adult
rheumatoid arthritis. Of interest, two alleles HLA-DRB1*1501, 12/130 vs 1/130 (p=
.002, OR= 13.1) and DRB1*1402, 9/130 vs.1/130 (p=.01, OR= 9.6) are protective
for JRA. However, the shared epitope °QRRAA™ together with the °QARAA"™

alleles are only significantly associated with protection to develop the pauciarticular

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003 190



subtype 41/130 vs.8/52, p=.009, OR=1.9. Furthermore, two HLA alleles were
markers for susceptibility to develop pauciarticular JRA, HLA-DRB1*1104 (9/52
versus 2/130 p=.0002, OR=13.6) confirming previous reports in Caucasians and
HLA-DRB1*1602 (10/32 versus 1/130 p=.0000002, OR= 58.64) to develop
systemic JRA, a marker for systemic JRA. This allele had been found associated
with Takayasu arteritis in Colombian Mestizos (36). Also, the “°DRRAA’™ which is
shared by HLA-DRB1*1101, *1104, 1601 and 1602 was associated with disease
susceptibility in both the pauciarticular and the systemic forms of JRA, (19/84 vs

3/130 p=.000002 OR=12.37).

In sum, our results demonstrated that the use of high resolution typing for HLA-
DRB1 and DQB1 alleles are informative for detecting haplotypes of known
ancestral origin useful for studies of HLA and disease associations in populations
of known genetic admixture ,for example Colombian Mestizos and to suggest that
subtypes of JRA may constitute distinct clinical entities based on disease

presentation and genetic markers.
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Table 1. SELECTED HLA-DRB1,DQB1 haplotypes expressed in Colombian
JRA patients and unrelated controls

Haplotypes ControlN JRAN Ethnic ancestry
HLA-DRB1*0101, DQB1*0501 11 9 Caucasian
HLA-DRB1*0102, DQB1*0501 1 3 Caucasian
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HLA-DRB1*1501, DQB1*0602
HLA-DRB1*1602, DQB1*0301

HLA-DRB1*0301, DQB1*0201

HLA-DRB1*0404, DQB1*0302
HLA-DRB1*0404, DQB1*0402
HLA-DRB1*0407, DQB1*0302

HLA-DRB1*1101, DQB1*0301
HLA-DRB1*1102, DQB1*0301
HLA-DRB1*1104, DQB1*0301

HLA-DRB1*1301, DQB1*0603
HLA-DRB1*1302, DQB1*0604
HLA-DRB1*1303, DQB1*0301

HLA-DRB1*1401, DQB1*0301
HLA-DRB1*1401, DQB1*0503
HLA-DRB1*1402, DQB1*0301

HLA-DRB1*0701, DQB1*0202
HLA-DRB1*0701, DQB1*0303
HLA-DRB1*0802, DQB1*0402

11 1
1 10
7 8
4
13
8
5
3
12
1
4

Caucasian

Asian-Amerindian

Caucasian

Caucasian
Caucasian
Asian-Amerindian

Caucasian
Asian
Caucasian

Caucasian
Caucasian
African-African American

Caucasian
Caucasian-Asian

Asian-Amerindian

Caucasian
Caucasian

Asian-Hispanic

N = Number of haplotypes found in the total number of JRA-patients and controls.
The ethnic ancestry was based on published results summarized In ref. 7,8.
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Table 2. HLA-DRB1, DQB1 haplotypes and alleles associated to protection

and usceptibility in Colombian Mestizos

Haplotypes / Alleles Controls JRA OR p Associations
HLA-DRB1*1501, DQB1*0602  11/130 (.08) 1/130 (.007) 11.9 .003 JRA - Protection
HLA-DRB1*1501 12/130 (.09) 1/130 (.007) 13.1 .002 JRA - Protection
HLA-DQB1*0602 16/130 (.12) 3/130 (.02) 5.9 .002 JRA - Protection
HLA-DRB1*1402, DQB1*0301 9/130 (.07) 1/130 (.007) 9.6 .01 JRA - Protection
HLA-DRB1*1402 11/130 (0.8) 2/130 (.01) 5.9 .01 JRA - Protection
HLA-DRB1*1602, DQB1*0301  1/130 (.007) 10/32 (.31) 58.64  .0000002 Systemic - JRA
HLA-DRB1*1602 1/130 (.007) 10/32 (.31 58.64  .0000002 Systemic - JRA
HLA-DRB1*1104, DQB1*0301  1/130 (.007) 8/52 (.15) 23.4 .0002 Pauciarticular-JRA
HLA-DRB1*1104 2/130 (.01) 9/52 (.17) 13.6 .0002 Pauciarticular-JRA

Gloria Garavito de Egea Tesis Doctoral 2003

201




Table 3. Aminoacid sequence at residue 70-74 of DRB1 chain (Shared

Epitopes) associations of JRA in Colombian Mestizos

SE (Shared Epitope) Associations Controls JRA OR p
"QARAA™ ¥+ and Pauciarticular JRA  (P) 41/130 (.31) 8/52(.15) 2.5 .002
70QRRAA74**
'DRRAA™ Pauciarticular and Systemic 3/130 (.02)  19/84 (.22) 12.4 .000002
JRA (S)
"QRRAA"** Polyarticular JRA  (S) 29/130(.22)  16/46 (.34) 1.9 .02
"QRRAA™* Polyarticular JRA  (S) 18/130 (.13)  15/46 (.32) 3.0 .005
P : Protection
S : Susceptibility
“DRRAA" (HLA-DRB1*1601, *1602, DRB1*1101, *1104)
“QRRAA™  (HLA-DRB1*0404, *0405, *0408, *0101, *0102)
OQRRAA (HLA-DRB1*0404, *0405, *0408, *0101, *0102, *1402)
PQARAA™ =+ (HLA-DRB1*1501, *1502, *1503)
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12. CONCLUSIONES

En la actualidad esta aceptada la asociacion de genes del sistema MHC y de sus
productos proteicos de los antigenos HLA con un significativo grupo de
enfermedades. Algunos de estos alelos y /o haplotipos se encuentran en
desequilibrio de enlace. En otro grupo de entidades estos genes y/o alelos HLA
parecen estar comprometidos con el desarrollo de estas enfermedades y por

consiguiente en la fisiopatologia de las mismas.

En el caso de selectas enfermedades autoinmunes (Ej. : AR del adulto y
espondilitis anquilosante) , se ha demostrado, que personas en donde se
expresan ciertos alelos HLA tienen un riego relativo mayor al compararlas con
individuos que no lo expresan. La naturaleza de la asociacion ha sido documenta
solidamente con el advenimiento de las técnicas moleculares, aunque los
mecanismos moleculares no se han dilucidado en su totalidad. El enfoque actual
ha permitido sustentar que en el Complejo trimolecular. TcR-peptido-MHC la
presentacion de un peptido endogeno u exdégeno actuaria como un factor
patogenico desencadenante y/o responsable del desarrollo de la enfermedad.
Esto esta claro en estudios de asociacion de HLA y enfermedad cuando los

individuos estudiados han sido de grupos étnicos homogéneos.

En el caso de la asociacion de HLA y Artritis reumatoide Juvenil son muchos los

trabajos de investigacion que sustentan la hipotesis de que es una enfermedad
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resultante de una alteracion en los mecanismos moleculares asociados al papel y
la funcién del complejo TcR-péptido-MHC en individuos con susceptibilidad
genética. No existian hasta la fecha estudios de esta indole en grupos étnicos
caracterizados por amplia carga génica mixta, en especial en pacientes y/o

controles de mestizos Latinoamericanos.

Adicionalmente a las aplicaciones que tiene el estudio del sistema HLA arriba
descritas estan aquellas desarrolladas en el inmunodiagnéstico y en especial en el
trasplante de 6rganos. En la actualidad no existe una técnica de alta eficacia y
sensibilidad para aplicar al monitoreo y evaluacion temprana de la viabilidad del
trasplante. Se ha postulado que el estudio del microquimerismo genético, pudiera
ayudar a estandarizar el uso de técnicas de deteccion de este microquimerismo
en la evaluacion de la viabilidad del trasplante. Esto fundamento las actividades y
el desarrollo experimental de la técnica formulada y estandarizada por el

candidato de esta tesis.

12.1 El estudio del polimorfismo genético del sistema HLA que se desprende de
los trabajos adelantados en el marco de esta tesis, realizado en grupos étnicos
representativos del acerbo genético Colombiana, nos permite decir en el area de

HLA y Antropologia que:

e La poblacion mestiza de Colombia, expresa un componente genético MHC

producto de la mezcla de los tres grupos asociados a su origen con un
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predominio del componente amerindio.

Nuevos alelos HLA clase | (C*0808), se han generado en las poblaciones
Americanas, como producto del mestizaje Amerindio, caucasoide Yy
negroide. Estos alelos probablemente estdn asociados a eventos de
conversion génica.

Haplotipos extendidos de origen cacausoide, amerindios y africanos, estan
presentes en los grupos Mestizos Colombianos y Afrocolombianos, lo que
demuestra un efecto fundador en estas poblaciones expresando estos

haplotipos ancestrales.

12.2 Otros resultados relacionados con el desarrollo de esta tesis permitieron

trabajar en los campos de la aplicacion clinica del HLA

Pudimos describir por vez primera un método aplicado a la deteccion del
microquimerismo a un nivel gendmico. La identificacion de
microguimerismo, es esencial para confirmar la viabilidad y el éxito de un
trasplante de oOrganos en especial el trasplante de medula Osea. La
identificacion del DNA de las células provenientes del donante en asocio
con la carga genética del trasplantado en los tejidos trasplantados permiten
asegurar la construccion de la quimera, que de manera indirecta, evalla el
éxito del procedimiento. Basados en lo anterior nosotros formulamos,

diseflamos y estandarizamos un método para evidenciar el
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microquimerismo fundamentado en la haploidentidad de los alelos HLA del
donante y receptor. Para ellos se utilizo la metodologia PCR-SSP en
Tiempo Real. Demostramos con este protocolo que se puede detectar
microguimerismo hasta un nivel de 0.1%. Este método es simple rapido y
pudiera aplicarse en la deteccion de la distribucion o formacion de
microquimerismos asi como también en el monitoreo del trasplante en

paciente que reciben un alotrasplante o trasplantes celulares.

12.3 La Artritis Reumatoide Juvenil es la enfermedad mas comun en la practica
reumatoldgica pediatrica y la menos estudiada inmunogenéticamente. A diferencia
de la Artritis Reumatoide del adulto, la ARJ tiene ciertas variantes clinicas, lo que
la hace mas interesante desde el punto de Vvista genético (fenotipos). En
Colombia y en Sur América, son escasos, sino ausentes, los trabajos realizados
en el andlisis inmunogenetico de esta entidad.

En su etiopatogenia, se han identificado varios factores que en su conjunto
explicarian el inicio y la perpetuacion de la respuesta inflamatoria que afecta las
articulaciones y tejidos vecinos, y que de no ser controlados llegan a destruirlos.
Este proceso inflamatorio puede originar trastornos tisulares. Tal como sucede en
otras enfermedades autoinmunes, la patogénesis de la enfermedad puede
determinarse por alteraciones a nivel de complejo trimolecular, constituido por: un
antigeno putativo, el receptor de linfocitos T y el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (CMH).
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e En estos estudios de asociacion se utilizé la metodologia PCR SSP y PCR
SSOP para tipificar los alelos HLA Clase II: DRB1 y DQB1 con técnicas de
alta resolucién. Igualmente se utilizaron las mismas técnicas para la

tipificacion alélica de los HLA clase I.

e Los estudios llevado a cabo en el desarrollo de la tesis, permitieron
adicionalmente estudiar la asociacion de ARJ con los antigenos HLA clase |
en pacientes afrocolombianos. Los resultados preliminares obtenidos, en
resumen, muestran la ausencia de la enfermedad en este grupo
poblacional. Se han encontrado muchas asociaciones con los antigenos
HLA clase | del MHC con proteccion y susceptibilidad en artritis reumatoide
juvenil de instalacion temprana en caucasicos. No se habian desarrollados
estos estudios en Afrocolombianos. Se describe la ausencia de la
enfermedad en una muestra de nifios colombianos representativas de una
subpoblacién de Afrocolombianos de Norte del Pais. Se hipotetiza una
asociacion entre el polimorfismo de MHC clase | con la carga génica de

este grupo, con la ausencia de la enfermedad.

e Se evaluo la asociacion de estos marcadores con los diferentes subgrupos
clinicos de la Artritis reumatoide juvenil (ARJ). Los resultados descritos en
los articulos que se presentan en esta tesis, describen la asociacion de
varios alelos y haplotipos HLA con susceptibilidad o proteccién a diferentes

subtipos clinicos de ARJ. Se destaca el hecho de que estos estudios, en
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nifos que padecen de ARJ comparados con controles sanos, son los

primeros en llevarse a cabo en una poblaciébn mestiza Latinoamericana.

e Los resultados de la genotipificacion son un aporte original para la
comunidad cientifica que trabaja en Inmunogenética y en especial en la

asociacion HLA y ARJ.

¢ Se confirmaron hallazgos previos descritos en la literatura y se describen
nuevas asociaciones. En resumen, los alelos HLADRB1*1104 y DRB1*1602
se evidencian como marcadores de susceptibilidad y los alelos HLA-
DRB1*1501 y HLA DRB1*1402 se comportaron como alelos asociados con

proteccion.

e Al comparar las asociaciones entre alelos y los diferentes subgrupos
clinicos se encontré asociacion entre ARJ oligoarticular con HLA-DRB1*
1104, ARJ poliarticular se asocié con el alelo HLA-DRB1* 0404 y en el
grupo sistémico, el alelo mas expresado fue el HLA-DRB1*1602. La
presencia de Factor Reumatoide estuvo asociado con los alelos HLA-
DRB1*0407 y HLA-DRB1*1302. En el grupo de pacientes con ANA+ solo

hubo significancia estadistica para el alelo HLA-DRB1* 0701.

e EIl subgrupo poliarticular mostré asociacion con la secuencia aminoacidica

" QRRAA™ el cual incluye los alelos HLA DRB1*04, 01 y 1402.
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e Con relacion a la asociacion haplotipos y subgrupos clinicos, se destacan
dos nuevos hallazgos de interés: ARJ pauciarticular se asocié con el
haplotipo cacausoide DRB1*1104, DQB1*0301, Yy el haplotipo Amerindio
DRB1*1602, DQB1*0602, con AR sistemico. Es de resaltar que le alelos
DRBL1 de estos dos haplotipos comparten el epitope "© DRRAA’®. Nuestros
resultados sugieren que los estudios de asociacion y susceptibilidad con
enfermedades llevados a cabo en poblaciones mestizas, deben considerar
la carga genética mixta de estos grupos, étnicos con el objeto de evitar

factores de estratificacion genética.

e Nuestros estudios muestran que los genes MHC y sus alelos HLA patrticipan
no solo en la susceptibilidad a desarrollar ARJ en este de grupos de

mestizos Latinos sino también a la expresion clinica en la enfermedad.
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