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ABREVIATURAS

aas aminoacidos

Ac anticuerpo

AcMo anticuerpo monoclonal

ADN acido desoxiribonucleico

Ag antigeno

APC célula presentadora de antigeno

BSA albumina de suero bovina
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EEM error estandar de la media

EDTA acido etilendiaminotetraacético

ELISA enzimo-inmunoanalisis

FE factor etiolégico

FP factor preventivo

HLA antigeno leucocitario humano

HSP proteina de choque térmico

lg inmunoglobulina

IL interleucina

IP indice de proliferacion

kDa kilodalton

MCC medio de cultivo completo

MHC complejo principal de histocompatibilidad
NK natural killer-células asesinas naturales
OPD 1,2-fenilendiamina

PBS solucion tamponada de fosfato

PCR reaccion en cadena de la polimerasa
PHA fitohemaglutinina

PNPP p-nitrofenil fosfato

PWM mitégengpokeweed

RAST test radioalergosorbente

RFLP polimorfismo en longitud de fragmentos derresibn
RR riesgo relativo

SSO oligonucledtidos especificos de secuencia
SSP cebadores especificos de secuencia
SPT skin prick tesfprueba cutanea de Prick
TCR receptor de la célula T

Th linfocitos T cooperadores

TNF factor de necrosis tumoral

UB unidad biolégica

Ul unidad internacional

UR unidad relativa

uv ultravioleta
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Capitulo 1 1

ASMA'Y SISTEMA HLA

1.1. Definicién del asma

El asma es una enfermedad cronica que a pesarrdeosecida desde la
antigledad y afectar a millones de personas endbdmndo, los intentos por definirla
han tenido poco éxito hasta fechas recientes.

En 1959 se celebré eéimposium Cibacon el propdsito de redefinir las
enfermedades obstructivas de las vias respiratassecialmente enfisema, asma y
bronquitis crénica. La definicion que resultd dechdi simposium enfatizaba la
reversibilidad de la obstruccion de las vias aérass se definié el asma como "la
condicion de los sujetos que experimentan estreemionde las vias aéreas
bronquiales, que cambia en severidad en corto®doide tiempo, bien de forma
espontanea o mediante tratamiento y no es debelfeamedad cardiovascular. Las
caracteristicas clinicas son: respiracion jadeapte puede ser paroxistica o persistente,
sibilancias y, en la mayoria de los casos, mejooia tratamiento broncodilatador,
incluyendo corticoides"” (Ciba foundation, 1959).

En 1962 el comité de estandarizacion diagnodsticdad&émerican Thoracic
Societyincluyd en la definicion la presencia de hipertiwatad bronquial (American
Thoracic Society, 1962). Posteriormente, un coma@unto de laAmerican Thoracic
Societyy el American College of Chest Physiciapsopuso en 1975 la siguiente
definicion: "el asma es una enfermedad caracteagipad un incremento de la respuesta
de las vias respiratorias a varios estimulos y spienanifiesta por el retraste la
expiracion forzada el cual cambia en severidad l@spontdneamente, bien como
resultado del tratamiento” (American College of §€&h@hysicians and American
Thoracic Society, 1975).

En los afios 80 se introduce el concepto de inflamaadando en 1987 la
American Thoracic Societla siguiente definicion: "el asma es un sindrorieico
caracterizado por un aumento de la respuesta dgalsisraqueobronquiales frente a una
variedad de estimulos. Los sintomas principalesstela son los paroxismos de disnea,
sibilancias y tos, que pueden variar desde modsrgda veces indetectables, hasta
intensos 0 muy graves (estatus asmatico). La nsad®n fisiolégica primaria de esta
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hiperrespuesta es una obstrucciéon de vias aéreagupde observarse como una
fluctuacion espontanea en la intensidad de la wiEtn, como una mejoria
significativa de la severidad de la obstruccidnstréa administracion de
broncodilatadores o corticoides, 0 como un aumeetda obstruccion producida por
farmacos u otros estimulos. Histolégicamente, lsgmtes con asma fatal presentan
evidencias de edema de la mucosa bronquial, adiin de la mucosa o de la
submucosa por células inflamatorias, especialmeasindéfilos, descamacién del
epitelio y obstruccién por moco en las vias aémiféricas" (American Thoracic
Society, 1987).

También en 1991 un comité détional Institute of Healtlafirma que el asma
es una enfermedad caracterizada por tres factaredstruccion reversible de las vias
aéreas, parcial o completamente, la inflamacidlasleias aéreas y la hiperreactividad
bronquial (National Institute of Health, 1991).

Una definicion mas reciente publicada polNeltional Heart, Lung and Blood
Instituteen 1997 incluye el papel de diversos tipos cedslasiendo definido como "un
desorden inflamatorio crénico de las vias aéreaslawual varios tipos y elementos
celulares toman parte, en particular mastocitosinéélos, linfocitos T, macréfagos,
neutréfilos y células epiteliales. En individuosseeptibles, esta inflamacion causa
episodios recurrentes de sibilancias, dises&rechamiento de las vias bronquiales, y
tos, particularmente por la noche o a primera leréa mafana. Estos episodios estan
habitualmente asociados con una amplia, aunquabk@riobstruccion del flujo aéreo
gue con frecuencia es reversible tanto espontamgant®mo con tratamiento. La
inflamacion también se asocia con la hiperreadyidbronquial a una variedad de
estimulos" (NIH/National Heart, Lung and Blood Ihste, 1997).

1.2. Clasificacion del asma

Aunque existen varias clasificaciones del asmaitdellmente se distinguen dos

formas atendiendo a su diferente etiologia y caristicas clinicas: asma extrinseco o

alérgico y asma intrinseco o no alérgico.
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1.2.1. Asma extrinseco o alérgico

El asma extrinseco o alérgico es aquel que seaaadaiinhalacion de alergenos
gue interactian con la IgE presente en los recepide alta afinidad de los mastocitos
de la mucosa bronquial (International Consensu®Rep Diagnosis and Management
of Asthma, 1992). Esta enfermedad debuta generaénesrire los cuatro y cuarenta
afios, aunque ha sido diagnosticada en ancianosr(ftol., 1988). Se estima que el
90% de los nifios y mas del 50% de los adultos asmsapertenecen a esta forma de
asma. El diagnéstico de asma extrinseco se estalplec una correlacion de los
sintomas con la exposicion a los neumoalergenas,squconfirma mediante pruebas
cutaneas positivas. También se encuentra IgE ¢étada aumentada, presencia de IgE
especifica antialergeno, y eosinofilia en sangesputo.

Generalmente se produce por exposicion a alergehaefantes, estando entre
los neumoalergenos mas frecuentemente implicadopdtenes de arboles, arbustos y
hierbas, las hifas y esporas de mohos, los acabgalvo y la caspa de animales
domésticos. La mayoria de los alergenos conocidiopmteinas de entre 3 y 80 kDa,
sin que compartan estructura, funcién o caraciegigsiguimicas comunes que puedan
explicar la habilidad de estas moléculas para daskmar una respuesta de IgE. Para
gue conserven la capacidad alergénica deben petceraren su forma nativa,
conservando la estructura tridimensional y los ogois de unién de IgE. En
aproximadamente la mitad de estas proteinas seceosa funcion bioldgica,
destacando las enzimas catabdlicas (hialuranidésstslipasas y diversas proteasas)
junto con otras proteinas tipo albuminas, hemoghkbio citocromos. También es de
resefiar la alta reaccion cruzada presente en muth@stos alergenos, causada por
estructuras conservadas evolutivamente. Una coeseieude esta reactividad cruzada
es la sensibilizacion a alergenos a los que ekepéino ha sido expuesto (Liebers y
col., 1996). ElAllergen Nomenclature Sub-Committie la International Union of
Immunological Societieegula la normativa que estas proteinas debenloyrapa ser
incluidos como alergenos, condiciones que inclulgedescripcién de al menos una
parte de su secuencia aminoacidica (Marsh y c8B6;1King y col., 1994). Los
alergenos se denominan con las tres primeras l@&lagénero seguidas de la primera

letra de la especie a la que pertenecen, y de menaique identifica al alergeno en
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particular. Asi, el alergeno de 38 kDa del polenla@émbrosia artemisiifoliase
denomina Amb a 1, denominacion que lo distingueotles alergenos de la misma
especie o de los de la espe&mabrosia trifida(Amb t).

En general, el prondstico de los pacientes con &tmmseco es mejor que en
el asma intrinseco, siendo los sintomas mas lewds mejor respuesta al tratamiento
con broncodilatadores. Es frecuente que estos rgasiepresenten historia de
enfermedades alérgicas (rinitis, urticaria, eczeyn&an un porcentaje elevado existe
historia familiar de atopia.

1.2.2. Asma intrinseco o no alérgico

En el asma intrinseco los sintomas no pueden @f&@a ninguna sustancia
capaz de inducir la produccion de IgE (InternaticdDansensus Report on Diagnosis
and Management of Asthma, 1992). Asi, en genesatdmcentraciones de IgE sérica
estan dentro de los rangos normales, no existia@onas IgE especifica hacia los
alergenos comunes. Resulta dificil establecer untopule corte para considerar
normales o elevadas las concentraciones de IgEaséma que los valores siguen una
distribucion unimodal en la poblacion. En genelad, individuos con asma alérgico
tienen concentraciones séricas de IgE mas elevgdaslos pacientes con asma
intrinseco, pero no es infrecuente encontrar aepges con asma alérgica que presentan
concentraciones de IgE total extremadamente bbjasobstante, diferentes estudios
han encontrado que los pacientes con asma intdris&gmen concentraciones de IgE
sérica total superiores a las detectadas en letosuganos no atopicos (Burrows y col.,
1989; Bentley y col., 1992; Sanchez-Guerrero y,ct®97). Las pruebas cutaneas
también son negativas en los pacientes con asmiaseto, y en caso de ser positivos
no se corresponden con factores precipitantesshed.aTampoco suele haber historia
personal o familiar de enfermedades alérgicas, wIsj se observa una eosinofilia
aumentada que suele ser superior a la de los sxtds. Estos pacientes son
normalmente de mayor edad que los asmaticos eatas cuyos sintomas aparecen
antes de los cuatro afios de edad o después ded@Enta afos, y en general muestran
una clinica mas severa que afecta con una maycueineia a las mujeres (Bentley y

col.,, 1992). Mientras algunos estudios estiman tpuefrecuencia de asmaticos
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intrinsecos es del 10% del total de asmaticos (f8ogtacol., 1997), en otros este
porcentaje se eleva hasta una cifra superior al @Uehrich y col., 1995).

Desde que Rackermann enuncié su clasificacionsieagRackermann, 1947),
ha existido polémica sobre la relacién de esta dode la enfermedad y la atopia.
Algunos autores han sugerido que el asma intringepoesenta una forma de
autoinmunidad, o autoalergia, que se desencadena consecuencia de una infeccion
respiratoria, en especial virica, que a menudedegue (Cartier y col., 1982; Doward y
col., 1988). Es un hecho bien conocido que la mfecdel tracto respiratorio superior
provoca un agravamiento del asma, llegando a deansstque el 85% de los ataques
de asma en nifios y el 44% en adultos estan presedalinfecciones respiratorias. De
especial importancia son los rinovirus, aunque tdmblestacan otros virus como el
virus respiratorio sincitial, los de la influenza parainfluenza y los adenovirus
(Pattemore y col., 1992; Johnston, 1998; Bussel.y £@7). Otros autores consideran
gue los asmaticos intrinsecos son en realidad rentealérgicos en los que no se ha
conseguido identificar el antigeno causante. Ee ssihtido hay una serie de trabajos
gue consideran que si bien el asma intrinseco tiangerfil clinico diferente, no tiene
una entidad inmunopatolégica distinta (Humbert 1, ct®99). Sugieren que también
podria ser una enfermedad mediada por IgE, aunqueesée caso el antigeno
responsable es desconocido y la produccién de #&gia docalizada, en lugar de
generalizada como ocurre en la atopia. Las aliemasibioldgicas detectadas en las vias
aéreas de los pacientes con asma intrinseco sorsimilgres, si no idénticas, a las
encontradas en el asma alérgico, lo que no peasitmir que ambas entidades clinicas
sean distintas. La Unica caracteristica exclusalaadma intrinseco es la ausencia de
sensibilizacién IgE mediada por antigenos conocyl@n consecuencia, su diagndstico
s6lo podra realizarse por exclusion. El término agmrinseco significa que se ignora
la causa del proceso, pero aceptar que se tratmalenfermedad con entidad propia
presupone asumir que se conocen todas las causdesylos mecanismos que pueden

inducir el asma (Prieto y Gutiérrez, 1998).

1.3. Patogénesis del asma

Tal como se ha reflejado en las definiciones delaagnunciadas anteriormente,

los tres componentes esenciales de la patologiati@anson: la inflamacion de las vias
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aereas, la obstruccion reversible de las mismadipkrreactividad bronquial. En todos
estos procesos intervienen un gran numero de sglelatre las que destacan los
mastocitos, los eosindfilos y los linfocitos En la figura 1.1se esquematizan las
interacciones entre los distintos tipos celulares.

En el primer estadio de la fase inflamatoria salpce la inhalacion alergénica,
o la estimulacion viral, donde los antigenos soesg@mtados en el contexto de las
moléculas HLA por las APC a los linfocitos Th2, gsegregan IL-4 e IL-13
propiciando el cambio de isotipo de IgM a IgE es liofocitos B. Hay una serie de
factores que favorecen la presencia predominant&h@esobre Thl, como son los
antigenos solubles, las bajas dosis de antigenka @mmunizacion y que la célula
presentadora sea el linfocito B. Para la sintesidgé, el linfocito B requiere una
segunda sefal, que coopera con la de la IL-4, ydgpende de los contactos adhesivos
con el linfocito T via CD40 (en el linfocito B) yudigando CD40L (presente en el
linfocito T activado) (Romagnani, 2000).

El siguiente contacto con el antigeno estimulan@stocitos por medio del
receptor de IgE de alta afinidad, produciendo ssgulacion y liberacion de
histamina y metabolitos del acido araquidonico cdeuxotrienos y prostaglandinas,
gue dan lugar a edema y broncoconstriccion de leosaurespiratoria. También se
liberan factor activador de plaquetas y bradiqusjrios cuales causan cambios en la
mucosa bronquial (contraccion de la musculatueg Bslema e hipersecrecion) que son
los responsables de la obstruccion bronquial Jagjaol., 1997).

En el segundo estadio de la inflamaciébn se prodogasion de células
inflamatorias atraidas por mediadores quimiotasticddunque la infiltraciéon
eosinofilica es caracteristica del asma (alérgioom ylérgico), no es especifica de esta
enfermedad. Los eosindfilos activados liberan pectaii altamente toxicos, como la
proteina basica mayor, la proteina cationica efifitey la neurotoxina derivada del
eosindfilo y radicales libres de oxigeno, eicosde®j citocinas y factores de
crecimiento, que inducen el desprendimiento dedadas epiteliales, la hiperrespuesta
bronquial, el aumento de la permeabilidad vascylda contraccion del masculo liso
bronquial. Los eosindfilos desempefian también yoitante papel en el proceso de
remodelacion de las vias aéreas mediante la liderate factores de crecimiento,

elastasa y metaloproteasas que estimulan a labfastos (Weller y col., 1991). La mi-
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Figura 1.1. Esquema de las distintas interacciones entre mtstpeosindfilos, linfocitos Th2 y B,
que tienen como resultado el estrechamiento y refacin de las vias aéreas, la hiperrespuesta
bronquial, y el broncoespasmo. LT: leucotrienosi; Eplulas epiteliales, Fib: fibroblatos, ASM:
musculo liso de vias aéreas. Modificado de Larcbély 2003.

Eosindfilo

gracion de los eosinofilos estd regulada por linfocitos Hwivados de la mucosa

respiratoria, los cuales se caracterizan por edabbas citocinas (IL-3, -4, -5, GM-CSF)

gue los atraen y activan. El perfil de las célitfiamatorias y la expresion genética de
sus citocinas es similar en las diversas formasgtea, como el asma alérgica, no
alérgica, ocupacional e inducida por medicamerndoemas, este desequilibrio hacia
una respuesta Th2 parece que ya estd presentesepritberos meses de vida
(Yabuhara, 1997). La inflamacion cronica puedeisducida o exacerbada por una
nueva exposicion a los alergenos, agentes ocudemrpolucionantes atmosféricos o
infecciones respiratorias (Walker y col., 1991).

La hiperreactividad bronquial se define como lal&ia del arbol bronquial a
la respuesta broncoconstrictora excesiva frente samelos de diversa indole
(metacolina, histamina, ejercicio, hiperventilagi6gn los asmaticos, ademas de los
factores mencionados, la exposicién a los alergendé@s que son sensibles puede
también incrementar de manera considerable laivessd bronquial. También se cree
gue la acentuada reactividad bronquial de los ptaseasmaticos esta relacionada con
diversas anomalias del sistema nervioso auténoraaregulan la apertura y el cierre
del arbol bronquial (Undem y Carr, 2002).
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1.4. Genética y asma

La participacion de un componente hereditario enedpuesta alérgica del asma,
ya se propuso desde los primeros estudios de Gooéike en 1916, quiénes observaron
un agrupamiento familiar de las enfermedades aépicos estudios familiares y en
gemelos han demostrado repetidamente una influgeriatica en el desarrollo de la
atopia (Blumenthal y col., 1981; Hanson y col., 19%in embargo, la atopia es una
enfermedad de origen genético heterogéneo, quetraues patron hereditario que no
puede ser clasificado de mendeliano simple, pwpstono se ha encontrado un dnico
gen causante de la enfermedad, sino que es unanenfsd con caracter poligénico, ya
gue se han descrito asociaciones con un conjuntgeties que parecen conferir
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad.n@ada base bioquimica o fisiolégica
de una enfermedad genética no se conoce por camfdstmétodos de identificacion
de genes relacionados con la enfermedad se reafiediante dos estrategias basicas: la
aproximacion por genes candidatos y la busqued#odorel genoma.

En el caso concreto del asma y usando la estrabegiada en el estudio de
genes candidatos, se han podido seleccionar algyemes claramente implicados en el
proceso asmatico, como son los genes que codificambunidad del receptor de alta
afinidad para la IgE (FERI-B), el agrupamiento de genes de citocinas del croma
o los del sistema HLA (que se describen en apastpdsteriores). En la estrategia de
busqueda por todo el genoma, se utilizan secuedeiasDN polimorficas, como los
microsatélites, y mediante andlisis de ligamienéo pieden identificar regiones
cromosOmicas que cosegregan con el fenotipo denferneedad. Posteriormente se
puede buscar el gen relacionado con la enfermeu#al region concreta por clonacion
posicional o por estudio directo de los genes datds localizados en la zona de

interés.
1.4.1 Subunidad 3 del receptor de alta afinidad para la IgE
La region cromosoémica llgl3 fue la segunda implacah la patogenia de la

atopia, a raiz de un analisis de ligamiento enus ge utilizaron 17 marcadores

genéticos distribuidos por todo el genoma (Cookgaol., 1989), insistiendo en una
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hipétesis anterior de un patron de herencia autmsomiominante para la atopia
(Cookson y col., 1988). Posteriormente, se locatizgen que codifica la cadefadel
receptor de alta afinidad para la IgE R&3) en dicha zona (Sandford y col., 1993).
Desde entonces, diversos estudios han intentagmtacevidencias de ligamiento con
varios marcadores localizados en llgl3. Mientrag gun algunos estudios se han
encontrado resultados positivos en varias poblasiofCollée y col.,, 1993; van
Herwerden y col., 1995), otras investigaciones ao jodido confirmar este ligamiento
(Amelung y col.,, 1998). Un estudio en la poblaciéspafiola tampoco encontro
ligamiento (Castro y col., 1998). Posteriores itigagiones se han centrado en un
polimorfismo descrito en el exén 6 (llel81Leu) (8kawa y col., 1994). Mientras que
algunos estudios han asociado alguna variante lcasmea (Hill y col., 1995), otros no
han proporcionado evidencia de esta relacion (Dyffgl., 1995; Hall y col., 1996).

1.4.2. Agrupamiento de genes de citocinas en el ortosoma 5

En la region 5931-q33 se encuentran muchos gerlasiomados con la
respuesta inmunitaria en general, y con la atapigegticular. Entre ellos, se encuentran
los genes de la IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-12 e I13; ademas estan los genes de los
receptores beta-1 y beta-2 adrenérgicos; factatéadadores de colonias (GM-CSF y
CSF-1 R) y otros como el receptor de endotoxind31d) y el factor liberador de
interferon. El gen de la IL-4 ha sido el que mashseestudiado, encontrandose
primeramente un ligamiento con la IgE elevada (Mayscol., 1994). También se
encontré que en diversas poblaciones la IgE tédéabda, la hiperreactividad bronquial
y el asma, se asociaban con marcadores localizdcimedor del grupo de genes de la
IL-4 y del gen del receptor beta 2 adrenérgico ¢Bker y col., 1996; Marsh, 1997).
Otro grupo que investigo el polimorfismo en la Ggpromotora de los genes de la IL-
4y de la IL-10, encontr6 una asociacion entre alimwrfismo del promotor de la IL-4
(C590T) vy titulos altos de IgE total (Rosenwassecol, 1996). El analisis de la
expresion del gen puso en evidencia una mayordrgegdn de la proteina en los
individuos que poseian dicha variante, coincidiecalo los datos de IgE (Rosenwasser
y col., 1997). Estudios mas recientes en la pofiaeuropea y espafola, excluyen la
contribuciéon de esta variante a la regulacién devidores de IgE (Dizier y col., 1999)

y sefialan la falta de asociacion de un marcadodnito del gen de la IL-4 con la
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enfermedad atOpica por sensibilizaciorDarmatophagoides pteronyssin§orres-
Galvan y col., 1999).

1.4.3. Otros genes

Aparte de los mencionados anteriormente, hay eitia sle genes que han sido
investigados en relacion con la susceptibilidadnferenedades alérgicas. Asi, en el
cromosoma 12 ha sido motivo de interés el gen EHNl.l Se han descrito varios
estudios donde se ha encontrado un fuerte ligamigsta dos grupos de marcadores
cercanos al gen del IFfNMarsh, 1997). El ligamiento mas fuerte se obsewo el
marcador D12S97, en una muestra de 131 familiasieanas (Holgate y col., 1997).
Contrariamente a estos resultados positivos, exigte estudio con pacientes
venezolanos y australianos, donde no se hallampdismos en los cuatro exones del
gen del IFN ni en las regiones que lo flanquean, afirmandosgpugata de una region
extraordinariamente conservada y que muestra mog pariabilidad (Hayden y col.,
1997).

Los genes de la cadena alfa y delta del TCR séZzanzen el cromosoma 14. Se
han descrito asociaciones entre sensibilizacioatarmhinantes alergénicos purificados
y microsatélites del gen de la cadena alfa del T&Rdos estudios familiares
(Wilkinson, 1996; Cookson, 1996). Por el contramm se han encontrado indicios de
ligamiento entre los procesos alérgicos y la catheta del TCR cuyo gen se sitla en el
cromosoma 7.

En el cromosoma 16 se codifica la molécula alfardeéptor de la IL-4. Se ha
publicado la existencia de una mutacion en estan@adue consiste en la sustituciéon de
una glutamina por una arginina en la posicibn 5@uf76Arg) que le hace
hipersensible a la IL-4, esta mutacion se encuaumamayor frecuencia en enfermos

alérgicos que en controles (Moffatt y Cookson, 1996

1.5. Incidencia del asma

En las ultimas décadas se ha producido un graanrmamto en la prevalencia del
asma y otras enfermedades alérgicas, sobre tolbs @aises mas industrializados y en
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la poblacién nacida después de 1960. Asi, la peaca del asma llega a superar el
12% en paises como Australia y Nueva Zelanda, naigrgue se describia como del
2.1% en el caso de Espafia (Burney, 1997). Sin gyopatros estudios mas recientes
reflejan una prevalencia mayor en Espafia, sobré-5%b de media. Prevalencia que
varia entre las distintas comunidades, desde @ 2rvlas Islas Baleares hasta un 8.4%
en Asturias, y que en la Region de Murcia es d&do5(Libro Blanco de la SEAIC,
1999). Algunas de las explicaciones a este fenérgaacse han propuesto lo achacan a
factores contaminantes, incluyendo el humo del filongasivo. Sin embargo, este
incremento es mas acusado en paises donde ladcd&tiaire ha mejorado, y donde la
calidad de vida, condiciones sanitarias y de alta@én han progresado.

En el afio 1989 el Dr. Strachan, lanzaba la "hipgtegiénica" para explicar el
aumento de la prevalencia de las enfermedadesicagrgSegun esta hipotesis, las
infecciones en los primeros meses de vida, trardasipor contacto poco higiénico con
hermanos mayores, o adquiridas prenatalmente denadae infectada por sus hijos
anteriores disminuian el riesgo de padecer enfaadesdalérgicas (Strachan, 1989).
Este estudio se basaba en datos epidemioldogicanidbs por él mismo, y que
demostraban que tener "fiebre del heno" se relab@rcon el nimero de hijos y la
posicion que ocupaba el nifio en la familia.

Como ya se ha explicado en un apartado anterioredpuesta alérgica es
mediada por la IgE en una respuesta Th2. Durargenbhrazo existe una polarizacion
del sistema inmune hacia respuestas tipo Th2 dasga proteger a la placenta de los
efectos potencialmente tdxicos del IfNRaghupathy, 1997). Si cuando se entra en
contacto con un alergeno el sistema inmune estadaro, o sea polarizado hacia
respuestas Th2 porque no hubo contacto previo é&menes, la probabilidad de
desarrollar asma es mayor. Por el contrario, $iuf@ exposicién previa a antigenos y
por tanto respuestas Thl, el riesgo de asma seamnarnteste planteamiento apoya la
idea de que el momento de la exposicion a un alergeria crucial para el desarrollo
de la enfermedad y, de forma teorica, la hipotegjgnica explicaria el aumento de la
prevalencia de asma en las ultimas décadas.

Existen estudios posteriores avalando esta teorgpey tienen su base en
evidencias epidemioldgicas (Martinez y col., 199%)o de los casos mas interesantes

para estudiar esta hipodtesis es el provocado peuldficacion de Alemania, donde se
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ha encontrado una prevalencia mas baja de asnmerdaptividad bronquial y rinitis
alérgica en niflos y adultos en la Alemania del Estaparada con la del Oeste (Von
Mutius y col., 1994). Curiosamente los nacidos sgle 1960 tenian un riesgo similar
de enfermedades alérgicas en las dos Alemaniasr{étely col., 1998). Sin embargo,
en otro estudio posterior ya se ha observado uneatamde la prevalencia de
hiperreactividad bronquial en zonas rurales de Alamdel Este, pudiendo ser éste el
primer signo de un posterior incremento de la penga de asma por la
"occidentalizacion” de la Alemania oriental (Hedtriy col., 2002).

El asma es un sindrome con varios factores gesétiambientales, y es posible

gue la higiene sea uno de los factores que cogtribua expresion de la enfermedad.

1.6. Terapéutica del asma

En el tratamiento de los pacientes alérgicos skesuamplear dos estrategias
terapéuticas distintas. Por un lado, se utilizdmbidores especificos que bloguean la
sintesis o0 los efectos de los mediadores inflanmst@roducidos por los mastocitos,
tales como los corticoides, antihistaminicos o bodilatadores. Mientras que también
son ampliamente empleados los tratamientos de ioterapia, que consisten en la
administracion de dosis crecientes de un extragéoopntenga los alergenos a los que
el enfermo es sensible, con el objetivo de canlhiegspuesta de anticuerpos IgE a una
respuesta de IgG. Esta inmunoglobulina, al uniksgeageno, evita que éste active las
vias efectoras mediadas por la IgE.

La inmunoterapia especifica fue introducida pardratmiento del asma en
1918 por el Dr. Robert A. Cooke, y su uso todasialgeto de controversia. Aunque se
ha demostrado su efectividad en el tratamientcadenltis, los resultados no son tan
concluyentes en el caso del asma (Bousquet y Mict#d4). Ademas de que el
tratamiento con extractos potentes conlleva ebadete una reaccion sistémica. Como
consecuencia, en algunos paises como el Reino Ulaidomunoterapia no se utiliza
para el tratamiento del asma (Bousquet, 1999)eBibargo, en nuestro entorno éste es
un proceso empleado habitualmente. En la actualidad emplean extractos

estandarizados que reducen el riesgo de reacciiémicas, y el clonaje de varios de
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los genes de alergenos comunes ha permitido laomEpdad de alergenos
recombinantes, que también han sido empleadosneanimierapia (Chapman y col.,
2002).

Una inmunoterapia mas dirigida es la que empleatanacién con péptidos
especificos derivados de los alergenos. Este promsdo induce la anergia de los
linfocitos T, sin provocar reacciones anafilactigas que la IgE soélo reconoceria el
antigeno intacto. Aunque se trata de un tratamiengperimental, existen varios
estudios con resultados esperanzadores (Normah,y1866; Texier y col., 2000). El
principal problema de este tratamiento especifecersuentra en que las respuestas de
cada individuo a los péptidos alergénicos estanigakas por los alelos de clase Il que
posee. Como consecuencia, seria necesario dispenar amplio espectro de péptidos
para tratar a toda la poblacion alérgica, o realirga seleccion de los péptidos a
emplear en la vacunacion en funcion del tipaje Hdé clase Il presente en los
pacientes.

Como se ha indicado en el apartado anterior, larmis de infecciones puede
ser un factor que favorezca el desarrollo de legee Estrategias que induzcan una
respuesta "protectora”™ Thl reducirian el riesgadésarrollar enfermedades atopicas
(Holt y col., 1999). Resultados dispares se harrtdd en ensayos de vacunacion con
el bacilo Calmette-Guérin (Shirakawa y col., 198%annegard y col., 1998). Con el
mismo objetivo se han empleado secuencias de ADNinoestimuladoras, como son
los oligonucleotidos que poseen residuos de cieguanosina sin metilar (CpG ODN),
gue inducen potentes respuestas Thl (van Uden y I1R&88). Estas secuencias son
frecuentes en los microorganismos, y los vertelwdds reconocen como sefiales
inmunoestimuladoras del sistema inmunitario innakdivando las células NK,
macrofagos, células dendriticas, y linfocitos T .y@mo consecuencia se desarrolla
una fuerte respuesta Thl, principalmente debida aterleuquinas 12 y 18, producidas
por las células presentadoras de antigeno, y elylBBcretado por las células NK.
Aunque los resultados en modelos animales hamsigoprometedores, no esta claro el
efecto a largo plazo que pudieran tener en elniat#to de los pacientes alérgicos, ya
gue una respuesta Thl podria provocar el desardall@nfermedades autoinmunes
(Wohlleben y Erb, 2001; Horner y Raz, 2002)
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Otras vias de actuacion en las que existen lineasvestigacion se centran en
inhibir el efecto de ciertas citoquinas, como IlU4 e IL13, por medio de farmacos que
inhiben su sintesis, o por Ac que bloguean estdéamas o sus receptores (Barnes,
1999). Otra estrategia en la que se han desamollados ensayos es el empleo de Ac
anti-lgg, como el monoclonal murino humanizado riAvE25 (omalizumab), que
reduce el nivel de IgE especifica y las respudastapranas y tardias a los alergenos
inhalados (Corne y col., 1997; Holgate y col., 2®8sse y Neaville, 2001).

1.7. El sistema HLA

El complejo mayor de histocompatibilidad, en hunsartdLA (del inglés
Human Leucocyte Antigenses un grupo de genes localizados en el brazo cla
cromosoma 6 humano y supone aproximadamente un Q11960) del genoma
humano. La funcién de las moléculas de MHC es fuagmentos peptidicos derivados
de los agentes patdgenos y presentarlos en la fisigecelular para que sean
reconocidos por los linfocitos T. Aunque fueronaldsertas en los afios 30 por el papel
gue desarrollaban en el rechazo de los transplanteshos de los genes localizados en
el MHC (>15%) se ha visto que tienen importantegifones en la biologia del sistema
inmunitario, mientras que otros genes incluidoseércomplejo no tienen ninguna
funcién inmunoldgica, o si la tienen no es aun cue

La principal utilidad clinica del tipaje del HLA gaie siendo el papel que
desarrollan estos genes en el trasplante, tandolgpaeleccion de donantes y receptores,
como para la identificacion de anticuerpos anti-H{(&ossmatch Sin embargo,
también se emplea para la identificacion de indieglen pruebas de paternidad y para

el diagnostico de enfermedades asociadas al HLAt@qo 1.7.4).

1.7.1. Estructura génica

El sistema HLA es una extensa region del genomasgusubdivide en tres
subregiones: clase I, 1l y Ill, tal como se repmgeen la figura 1.2Aunque
clasicamente se definia como una regién que comstalzl millones de pares de bases

localizados en el brazo corto del cromosoma 6ed8pR1.31 y 6p21.32, actualmente se
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considera que la region podria constar de hastdl@&es de pares de bases, debido a
una serie de genes homodlogos a clase | que sergrazuéeloméricos a la region de
clase | y otros genes centroméricos a la regiodiate Il implicados en la presentacion
antigénica (Rhodes y Trowsdale, 1999).

La region de clase | se encuentra mas cercardéahero, incluyendo los genes
HLA de clase | clasicos definidos serologicamehtkeA-A, -B, -C, también llamados
de clase la, junto con los genes no clasicos: HLAFEy -G, o de clase Ib.

Se conocen, al menos, 18 secuencias distintasod#mios genes de clase |, seis
de las cuales dan lugar a la cadena pesada denwdegdase | y codifican los antigenos
de clase la. Otros tres genes HLA-E, -F, -G cadlifimoléculas funcionales, y en las
12 secuencias restantes habria 4 pseudogenes gitudonompleta y 8 pseudogenes
truncados (Geraghty, 1993). El HLA-G se expresalemofoblasto y lineas celulares
gue proceden de tejidos de placenta, y se creswgfncion puede estar asociada con
la supervivencia del feto semialogénico, ya querse a los receptores inhibidores de
las células NK (LIR-1, LIR-2 y KIR2DL4) e inhibe launcién citotdéxica de estas
células (Gonen-Gross y col., 200B)LA-E también desempefia un papel especializado
en el reconocimiento celular de NK, y puede serazage presentar péptidos a un
subtipo de células NK-T citotoxicas restringidas HoA-E (Moretta y col., 2003).

Un gen HLA de clase | consta de 8 exones, quddraanscripcion y traduccion
dan lugar a una proteina de 340 aminoacidos. Losesx2, 3 y 4 codifican las regiones
extracelularesal, a2 y a3, respectivamente. El exén 5 codifica la regién
transmembrana, y los exones 6, 7 y 8 codificanelgéon citoplasmica. En las
secuencias que codifican los aas 60 a 100 del domin y 150 a 200 del domini@2
se concentra la mayor variacion polimorfica, ya gsis son las zonas de union de los
péptidos.

Hacia el centrémero se encuentra la region HLA ldseclll, que ocupa una
extension de unos 800 kb y contiene mas de 30 gdif@entes. A pesar de que las
proteinas codificadas por los genes de esta regidienen relacion con la funcion de
los antigenos de HLA clase | y Il, en esta zonaeseuentran genes que tienen
importantes funciones dentro del sistema inmunitgriesto que aqui estan situados los
genes de varios componentes del complemento (C4y, f@2tor B), los del factor de

necrosis tumoral (TNEy ), los de la familia de las proteinas de choqumnitér
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Figura 1.2. Mapa génico del complejo principal de histoconipkdiad.

HSP70 keat shock proteinHSP70-1, -2, -HOM), y también el gen de la enzima
esteroidea 21-hidroxilasa (CYP21P). Algunos de demes presentes en esta region
podrian explicar la relacion existente entre el HLdeterminadas enfermedades.

La region de clase Il esta en posicibn méas centiomé abarcando
aproximadamente 1 millén de pares de bases. Indigegenes que codifican las
cadenast y 3 de las moléculas presentadoras de antigeno dedtdsé Il: HLA-DR,
-DQ y -DP, junto a otra serie de genes que padicign el procesamiento y
presentacion de los péptidos por moléculas HLA ldsecl o Il, como son los genes
TAPly TAP2, LMP2 y LMP7, HLA-DMA y -DMB.

La subregién DR contiene un Unico gen para la adgiLA-DRA), mientras
gue el niumero de genes de cadBnaria segun la especificidad DR (HLA-DRB1-5),
de modo que algunas combinaciones son especifieasaplotipo, ya que pueden
ocurrir varios reordenamientos dentro de este l@€asvai y col., 1989; Rollini y col.,
1985). Hasta fechas recientes se ha consideradocadenaa como monomorfica,

aunque ya se han descrito 3 alelos. Sin embargla esdend3 la que determina la
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especificidad DR, estando descritos mas de 30@salétn esta subregion existen
también 4 pseudogenes (HLA-DRB6-9). La subregioncbDRtiene 2 grupos de genes
(DPA y DPB) que codifican las cadenasy 3, respectivamente. La cademamuestra
un polimorfismo limitado, en tanto que Baes altamente polimorfica y determina el
antigeno DP. En los individuos heterocigotos edtoetimeron/f3 puede emparejarse en
cis 0 entrans es decir,a y B de un mismo cromosoma, 0 bien la cadande un
cromosoma Y la caderfadel otro, por lo que pueden formarse 4 molécua®g de
clase Il distintas. La subregion DQ es similar aDRa y también pueden formarse
emparejamientos &sis 0 entrans

El tipico gen HLA de clase Il para la cadenaonsta de 5 exones. Los exones Il
y Il codifican para los dominiogl y a2. Concentrandose el polimorfismo en el exdn
Il (Marsh y Bodmer, 1995), que es el responsableadificar la estructura de union al
péptido antigénico. La estructura del gen de l&cafl es muy similar, excepto para el

dominio citoplasmico que contiene 2 0 3 exonesfuadites.

1.7.2. Estructura y funcion de las moléculas HLA

La funcién principal de las moléculas codificadas @l MHC es la de facilitar
la exposicion de péptidan la superficie de las células para permitir somecimiento
de efectores inmunes como los linfocitos T por mel TCR. Mientras las moléculas
de clase | se encuentran en la membrana de taslaglldas nucleadas, las de clase Il
tienen una distribucibn mas limitada al sistema unitario (linfocitos B, APC,
linfocitos T activados, etc.), aunque en ciertagdationes pueden expresarse en mas

tejidos.

1.7.2.1. Estructura de las moléculas HLA de clase |

Las moléculas HLA de clase | son glucoproteinasndenbrana que constan de
una cadena pesadade 45 kDa (340 aas) que se une mediante enlacesvatentes a
la B,-microglobulina, que es una cadena ligera no poficedde 12 kDa (100 aas). Esta

cadena ligera posee una estructura de dominio de digndo codificada en el
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cromosoma 15. Se mantiene unida a la cadena pesadateracciones con los tres
dominios de la cadermay su funcion es la de estabilizar todo el conjymapiciando
gue la molécula de clase | adquiera la estructutgaria adecuada (figura 1.3).

La region extracelular de la cadenatiene cerca de 300 aas, la porcion
transmembrana posee 25 aas, y la region citoplastoit el extremo carboxilo terminal
tiene unos 30 aas. La porcidon extracelular de derma pesada consta de 3 dominios de
igual longitud, denominadosil (1-90), a2 (91-182) ya3 (183-274), siendo las
regiones mas distales] y a2, las que tienen restos de carbohidratos. Losmlostl
y a2 estan orientados de manera que interactian umotamy forman una hendidura o
bolsillo limitado por 2 regiones emhélice, que formarian las paredes, y 8 segmentos
en conformacién de hoja plegafa que corresponderia al suelo de la hendidura,
formando un plano sostenido por el tercer domm® a su vez unidos a IB2-
microglobulina. Este dominia3 tiene un plegamiento del tipo de dominio de Igssy
la fraccion de union al receptor CD8 del linfocito EI dominio a3 es menos
polimérfico que los otros dos dominios, donde smliaan las regiones hipervariables
(Arnett y col., 1995). Los péptidos que se puedan ailas proteinas de clase | suelen
tener una longitud de 8 a 10 aas. Normalmenteglsilio esta ocupado por un péptido
propio, que posteriormente es desplazado por gideéantigénico extrafio. De hecho,
es necesario que el bolsillo esté ocupado con ptidoépara que se produzca el
ensamblaje correcto de las moléculas de clase da @aolécula HLA es capaz de
presentar a los linfocitos T un elevado numero égtigos enddgenos diferentes. La
forma y la distribucion de carga en el bolsilloidefque grupo de péptidos pueden ser
presentados. Al secuenciar este grupo de péptisltosha visto que pueden ser
presentados los que tienen posiciones de anclfedades por una variacion limitada de
aas dentro del péptido. La mayoria de los péptmtesentados por las moléculas de
clase | se generan por la actividad proteoliticalageproteinas relacionadas con el
procesamiento y transporte de péptidos en el ditaddP2, LMP7, TAP1 y TAP2.
Aunque también existen datos que apuntan la pokidilde que péptidos de origen
exdgeno sean presentados por HLA de clase | meddog vias, citoplasmica y no

citoplasmica (Raychaudhuri y col., 1993).
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Figura 1.3. Estructura de las moléculas HLA
clase | y Il. TM: Regién transmembrana.
Modificado de Rhodes y Trowsdale, 1999.

1.7.2.2. Estructura de las moléculas HLA de clase |

La estructura terciaria de las moléculas de clags similar a la de clase |,
aunque esta compuesta por 2 cadenas polipeptidibasosiladas unidas no
covalentemente con estructura de tetramero en mabnama (figura 1.3). La cadena
tiene un peso molecular de 31 a 34 kDa, Blde 26 a 29 kDa. Cada cadena esta
formada por 4 dominios, uno aminoterminal y distédd membrana celulan{ y31) de
90 aas que forma la estructura de unién al péptido,proximal ¢2 y 32) de 95 aas,
homoélogos a las regiones constantes de las inmoimalgias, un péptido conector (12
aas), una region transmembranal de 23 aas, y unegefi@ region intracitoplasmatica de
8-15 aas. Las distintas caderasontienen 2 sustituciones de hidratos de carbono,
mientras que las cadenasolo presentan una ramificacion de oligosacar{Boswn y
col., 1988; Schwartz, 1991).

La estructura terciaria de la molécula de clasehd sido estudiada por
cristalografia de rayos X en distintas moléculaP&e(Sakihama y col., 1995; Dessen
y col., 1997; Murthy y col., 1997). Los dominiad y 31 se repliegan para formar 8
filamentos en conformacién hoja plegdtlague soportan &-hélices. Lasu-hélices y
las hojas plegadds forman las paredes y el suelo del bolsillo de mir@bpéptido. Los
residuos polimorficos se concentran en las regidieesiinales de los dominios

extracelularesil y 31. El polimorfismo genético de las moléculas deeld determina
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la superficie quimica del bolsillo, siendo el resgable principal de la especificidad y
afinidad de la union del péptido y el reconocimieo¢lular. Cada molécula de clase I
es capaz de presentar un elevado niamero de péplilgosntes, de una longitud de
entre 13 y 17 aas. El conjunto del complejo HLActEse Il-péptido es reconocido por
los linfocitos CD4, donde el péptido suele ser kdgem exdgeno en contraste al caracter

endogeno de los de clase |.

1.7.3. Polimorfismo

Los genes de HLA de clase | y Il implicados en Haspntacion antigénica son
altamente polimorficos y existen cientos de alel@sentes en las distintas poblaciones.
Este polimorfismo se concentra en los dominids/ 2 de las moléculas de clase 4l
y B1 de las moléculas de clase Il. Ya que son estosnils donde se forma el bolsillo
de union de los péptidos, permitiendo que las elifids versiones alélicas de estas
moléculas se unan a un variado conjunto de péptidelsido a este gran polimorfismo
la heterocigosidad es de un 90% y la mayoria dal&es tienen una frecuencia menor
de 0.15, estando descritos en la actualidad maslé8ts para HLA-B, 250 para HLA-
A, 119 para HLA-C, 315 para HLA-DRB1, 53 para HLAQB1 y 99 para HLA-DPB1
(Marsh y col., 2002).

La mayoria de los genes polimorficos codifican @irds que varian sélo en uno
0 unos pocos aas. En el caso de las proteinasH€l édtas variaciones pueden llegar a
ser de hasta 20 aas. Este polimorfismo se ha adgitanto por mutaciones puntuales,
como por recombinacion de secuencias de difereeéss, y por conversidon génica en
la que una secuencia es reemplazada en parterpateotin gen homologo. La hipétesis
mas aceptada para explicar el origen y conservat@deste polimorfismo se basa en la
ventaja selectiva que permitiria sortear las exgjras evasivas de los agentes patdégenos.
Asi, se supone que poseer una amplia gama de rnaddmesentadoras ampliaria las
posibilidades de unién y presentacién de una geaiedad de antigenos derivados de
patdégenos, al contrario de lo que ocurriria copalimorfismo més limitado que podria
hacer susceptible a toda la poblacion a cambiosneagente infeccioso a los que no

pudieran responder.
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Estudios familiares demuestran que la recombinaed esta region es rara
(<1%), concentrandose en algunos puntos del germ@maminados puntos calientes
(hot spoty como la zona TAP/LMP. En cambio, existe una Ibleteausencia de
recombinacién en la region DR/DQ para la cual npurea clara explicacion (Cullen y
col., 1995). Asi, un conjunto completo de alelosheeedan habitualmente como una
unidad, denominada haplotipo. Ciertas combinacialeealelos se heredan juntos mas
frecuentemente de lo esperado por el azar segenuéibrio de Hardy-Weinberg. Este
es el caso del haplotipo HLA A30-B18-DR3 que tiema frecuencia en la poblaciéon
murciana de 0.035, mientras que el valor esperaddaecombinacion de dichos
antigenos al azar seria mucho menor, de Unicanded@d (Muro y col., 2001)Este
fendmeno se conoce como desequilibrio de ligamjeptdepende de la poblacion
estudiada. El desequilibrio puede ser consecueltcia seleccion natural a favor o en
contra de una combinacidén génica especifica, o gged que la poblacion no haya
alcanzado aun su equilibrio. También se ha sugepdoestas relaciones estables entre

los alelos representan haplotipos ancestrales {Ayneol., 1997).

1.7.4. Asociacion con enfermedad

Ademas del control de la respuesta inmunitaria @&nad¢eptacion de los
trasplantes, se sabe que el sistema HLA participalae etiologia de muchas
enfermedades, especialmente enfermedades autoismaungque también existen
asociaciones con enfermedades de etiologia no oldgina (Nepom y col., 1991;
Thorsby, 1997). En la tabla 1.1 se recogen lasia&sooes mas significativas
encontradas.

Alguna de las asociaciones se cree que puedensdedajue la patologia esté
directamente relacionada con los productos de slelarticulares dentro de este
complejo, como ocurre en las deficiencias del cemgeito, la hiperplasia adrenal
congénita con el gen de la 21-hidroxilasa, y tamk@@ los defectos de las proteinas
TAP y el transactivador de clase Il (CIITA), queoywcan el sindrome del linfocito
desnudo al no expresarse en membrana las molateilelsse | y Il, respectivamente
(Raghavan 1999; DeSandro y col., 1999).



Capitulo 1 22

Otras asociaciones son el resultado de un dedatmitie ligamiento entre el
marcador HLA y un loci dentro de la region. Esto dwurrido en el caso de la
narcolepsia, donde la mutacién del gen HCRTR2 queala enfermedad se encuentra
en desequilibrio de ligamiento con los alelos HL&B1*0602 y DQA1*0102 (Li y
col., 1999). De forma similar en la hemocromatasis® de las mutaciones del gen HFE
provoca el defecto de la proteina se encuentraesaqdilibrio de ligamiento con el
alelo HLA-A3, al que fue primeramente asociada estarmedad (Ajioka y col., 1997).

La mayoria de las asociaciones descritas se nefiexe enfermedades
autoinmunes. El mecanismo que subyace en estasa@esoes no se conoce
exactamente, aunque se han propuesto algunos repaelluyendo anticuerpos frente
a microorganismos que presentarian reaccionesdaszeon ciertas moléculas HLA
(Baines y col., 1992), y el mimetismo molecularlaleespuesta T a antigenos virales
con autoantigenos (Wucherpfennig y col., 1995).

En algunos casos, la asociacion de ciertos antigeoio la enfermedad es tan
grande que el tipaje HLA puede confirmar el diagedésde la sospecha de la
enfermedad, como ocurre con la narcolepsia y ElsaHLA-DR2, -DQB1*0602, o la

espondilitis anquilosante y el antigeno HLA-B27.
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Tabla 1.1. Asociaciones descritas entre la presencia desataos HLA y

enfermedades autoinmunes (modificado de Klein g,S4100).

Enfermedad Marcador HLA RR
Espondilitis anquilosante B27 87.4
Artropatia reactiva B27 37.0
Artritis reumatoide DR4 4.2
Sindrome de Behcet B51 3.8
Lupus eritematoso DR3 55
Diabetes mellitus tipo 1 DR3 3.3

DQB1*0201 2.4
DR4 6.4
DQB1*0302 9.5
DR2 0.19
(DRB1*1501/DQB1*0602)
Enfermedad de Addison idiopatica DR3 6.3
Enfermedad de Graves DR3 3.7
Enfermedad de Hashimoto DR11 3.2
Tiroiditis post-parto DR4 5.3
Enfermedad celiaca DQB1*0201/DQA1*0501 10.4
DR7,11 6.0-10.0
DR7, DQB1*0201
DR11, DQA1*0501
Dermatitis herpetiforme DR3 15.9
Miastemia gravis DR3 2.5
B8 3.4
Sindrome de Goodpasture DR2 15.9
Esclerosis multiple DR2 4.1
(DRB*1501/DQB1*0602)
Pénfigo vulgar (en judios Ashkenazi) DR4 14.4
Psoriasis vulgaris Cw6 13.3
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la practica y desde el punto de vista clinimdmgnos y sintomas del asma
atopico (extrinseco) y no atopico (intrinseco) sary similares, pero mientras la causa
del primero esta relacionada con la sensibilizagidaspuesta IgE, se desconocen los
mecanismos implicados en la etiopatogenia del asrnanseco. Dado que se han
descrito ciertas asociaciones entre el asma atgpa&asistema MHC, y puesto que las
infecciones son una causa frecuente del agravamienia enfermedad, puede pensarse
gue las moléculas que codifica dicho sistema puextaar también de algin modo
asociado al desarrollo del asma no atépico. Esblgosicluso que si existe alguna
relacion permita diferenciar ambas formas de leremédad.

Bajo esta hipétesis, el presente estudio se plaredel objetivo general de
encontrar algun factor genético que permita difgegnentre estas dos entidades

clinicas, y con los siguientes objetivos concretos:

1. Definir las frecuencias de antigenos HLé&lase | y clase Il, en una muestra
representativa de pacientes con asma alérgicoayéngico de la Region de Murcia,
y determinar si existe algun alelo asociado corsuaceptibilidad o proteccidon

relacionado con una u otra forma de asma.

2. Estudiar la relacion entre los alelos de clase IHsyrespuestas individuales de los

pacientes con asma alérgico definidas por las psiebtaneas.

3. Analizar la capacidad de los posibles alelos qued@an aparecer asociados con la
respuestan vivo a alergenos concretos, para mediar en la resphestaral y

celular de individuos portadores o no de un aldhamlotipo particular.
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ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS HLA DE CLASE | Y Il EN
PACIENTES CON ASMA INTRINSECO Y EXTRINSECO

2.1. Introduccidn

El sistema HLA se ha asociado como factor de ppedision o proteccion a
diversas enfermedades, tal como se ha reflejads eapitulo anterior. En el caso del
asma, aunque su relacién con el sistema HLA esmbg estudio desde hace mas de
treinta afos, el papel que desarrollan este grupogehes en relacion con esta
enfermedad permanece controvertido.

Los primeros trabajos en este sentido aparecea @échda de los 70. En uno de
ellos realizado en el afio 1972, ya se indicab#eet® de los antigenos HLA clase | en
la alergia aAmbrosia artemisiifolia(Levine y col., 1972). Desde entonces se han
publicado numerosos trabajos que han estudiadadaidn entre los antigenos HLA y
el asma extrinseco o intrinseco. Sin embargo, pestoslios han logrado demostrar una
asociacion directa entre algun tipo de asma y hlifggenos HLA. Algunas de las
asociaciones significativas que se han descrito Isoasociacion del asma extrinseco
con el antigeno B8 (Hafez y col984), o con el antigeno Bw61 en una poblacién del
noreste de China (Wang y col., 1988), o la dismonestadisticamente significativa
de los antigenos B5 y B35 en una poblacion de pieseasmaticos griegos
(Apostolakis y col., 1996). No obstante, hay urreesge estudios que contradicen estos
resultados, pues a pesar de que encuentran disesrclas frecuencias de los distintos
antigenos, no alcanzan significacion estadistiaat¢h y col., 1979; Brady y col.,
1981; Amelung y col., 1992). La mayoria de estudjae han descrito asociaciones
significativas entre el asma extrinseco y los ambg HLA se refieren a respuestas
antigeno especificas (Howell y Holgate, 1995). dedos trabajos mas interesantes a
este respecto, es el realizado por Blumenthal ememi@s alérgicos al polen de
Ambrosia artemisiifolia(Blumenthal y col., 1992). En dicho estudio lagamcia de
determinados antigenos HLA se asocia con distimasifestaciones alérgicas. De
modo que el haplotipo B8-C4A*0-C4B*1-DR3 se asama los pacientes que padecen
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asma, mientras que el haplotipo B7-C4A*3-C4B*1-DB2 encuentra asociado a la
presencia de rinitis sin que exista asma.

En el asma intrinseco, donde el factor desencatermgrarentemente no esta
relacionado con la presencia de alergenos y lasdidnes son la mayor causa de un
agravamiento en la enfermedad (Pattemore y cd2;1®&ang y Forsyth, 1998), existe
la posibilidad de que el repertorio de moléculasAHdel paciente sean en parte
responsables del ataque o defensa por agentesiases concretos y que por tanto
jueguen un papel importante en el desarrollo deba®e hecho, algo similar es lo que
ocurre en algunas enfermedades infecciosas commli@ria y la lepra, donde ciertos
alelos HLA se encuentran asociados con el desardellla enfermedad o bien ejercen
un efecto protector (Minayaga y col., 1981; Hilkgl., 1991). En los primeros estudios
desarrollados se sugeria una asociacion del astmaseto con el antigeno publico
Bw6 (Brostoff y col., 1976; Rachelefsky y col., B7Sin embargo, en otros estudios
posteriores los resultados eran opuestos, ya quoeestian una disminucion del
antigeno Bw6 en los asmaticos intrinsecos (Hafeal.y 1984). Por otra parte, existen
otros estudios donde no se encontraron asociacsigr@ficativas (Morris y col., 1980;
Caraballo y col., 1990).

Hay que tener en cuenta que en la mayoria de estiodios no se consideraba el
papel que pudieran tener los antigenos del locus\-BL sin que tampoco se
determinaran muchos de l&splits* existentes en los antigenos de los loci HLA-y -
Ademas, no siempre se empleaban técnicas de kaahogliecular para tipar los alelos
de clase Il. El propésito de nuestro trabajo fuadiar las frecuencias fenotipicas de los
antigenos HLA de clase | (A, B y C), y determinas frecuencias genotipicas de los
alelos de clase Il (DR y DQ) en una poblacién deremos asmaticos de la Region de

Murcia, para comprobar si existia algun antigeneiago a estos tipos de asma.

2.2. Pacientes y grupos de estudio

Para el estudio de los antigenos HLA clase | g I$aleccionaron dos grupos de

pacientes y un grupo de controles sanos, tal centlescribe a continuacion.
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2.2.1. Grupo asma extrinseco o alérgico

Todos los pacientes asmaticos fueron seleccionaattsiderando la definiciéon
de la American Thoracic SocietyAmerican Thoracic Society, 1987), segun sus
sintomas clinicos, tales como historia de tos seisea y/o sibilancias. EI examen
fisico y las pruebas de funcion pulmonar demostrabe espirometria normal o con
alteracion ventilatoria obstructiva, reversible pacima del 20% tras la administracion
de-agonistas en aerosol.

Este grupo de pacientes asmaticos atdpicos estatstitaido por un total de
102 pacientes (55 mujeres y 47 hombres), con umande edad de 23 afios. Todos los
pacientes tenian historia clinica sugestiva de dsrmoaquial con crisis de respuesta
broncoconstrictiva después de exposicion a alesgggnona o mas pruebas cutaneas

positivas a los alergenos comunes en nuestra region

2.2.2. Grupo asma intrinseco o no alérgico

Constituido por un grupo de 87 pacientes (61 msjgr@6 hombres), con una
media de edad de 44 afos. Este grupo de pacieegasrallaba sintomas después de
infecciones del tracto respiratorio, pero sin histale broncoespasmos inducidos por
alergenos, ni de atopia familiar y pruebas cutamegstivas a los alergenos comunes

en la Region de Murcia.

2.2.3. Grupo control

Un total de 150 donantes sanos de la misma regjidmjstoria de asma o atopia
(83 mujeres y 67 hombres), con una media de edatbd&ios, fueron usados como

grupo control.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Pruebas cutaneas

Se ha empleado la prueba cutanea de la punciéh) (8Bdificada por Pepys

(Pepys, 1975). La prueba se realiza colocando womgiia gota de cada extracto
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alergénico y de soluciones control sobre la sugerfiolar del antebrazo. Las gotas se
depositan con una separacion de dos cm entre sgoLse hace pasar una lanceta a
través de la gota y se inserta en la superficieéepiica y se eleva suavemente la punta
de la lanceta para levantar una pequefia porci@pidermis sin provocar hemorragia.
Posteriormente, se retira la lanceta y la solueidrexceso se absorbe suavemente con
un pafuelo de papel. Para cada prueba se utilzdamceta diferente con el fin de no
mezclar los extractos. Este método permite intriodi& 10° mL de cada solucién de
prueba en la epidermis.

La bateria de alergenos estaba compuesta por dssrepresentativos en la

region:

- Dermatophagoides pteronyssinus
- Dermatophagoides farinae

- Alternaria alternata

- Cladosporium herbarum

- Penicillium notatum

- Aspergillus fumigatus

- Mucor racemosus

- Polen deéPhleum pratense

- Polen deCynodon dactylon

- Polen dePlatanus hybrida

- Polen deDlea europaea

- Polen deParietaria judaica

- Polen déArtemisia vulgaris

- Polen deSalsola kali

- Polen dePlantago lanceolata
- Epitelio de perro

- Epitelio de gato

- Epitelio de conejo

Estos extractos fueron suministrados por Dome stelliStier (Warwickshire,

UK). Como control negativo se empled suero fisi@mdgy como control positivo una
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solucion de histamina a 10 mg/mL (Dome Hollisteg.lectura de la prueba se realizé a
los 20 minutos, considerando como positivas agagilaiebas con tamafo igual o

superior a las producidas con la solucion de cbptsitivo.

2.3.2. Tipificacion HLA de clase |

El procedimiento utilizado se basa en la citolismediada por anticuerpos
especificos que se produce en presencia de compieifierasaki y col. 1974). Para la
tipificacion, en los micropozos de una placa deaaki se colocan multiples antisueros
gue reaccionan frente a la mayoria de antigenos etifocidos. Sobre las placas de
Terasaki se depositan los linfocitos del individubpificar, separados por un gradiente
de centrifugacion. Los antisueros que contienerc@pos que reconocen diferentes
especificidades HLA, se van a unir a los antigetmrsespondientes presentes en la
membrana de dichas células, formando complejogerdianticuerpo capaces de fijar
el complemento, de modo que después de la incub&cid complemento se lisaran
dichas células. Finalmente, se agrega un colorataieque tifie las células lisadas por
el antisuero y complemento, mientras que el coteran penetra en las células vivas
permaneciendo sin tefiir. En el microscopio de estdr de fases se determina el
porcentaje de células lisadas por cada antisuese puede asi asignar el fenotipo
correspondiente sobre la base de los patronesadeida.

3.2.1. Materiales y reactivos empleados en el ggd| A de clase |

Bolitas de cristalBrand, Alemania) para desfibrinar la sangre.

Placas de Terasakle 60 pocillos (Costar, USA).

Suero salino fisiologicestéril (Laboratorios Grifols SA, Barcelona).

Medio de separacion de células mononucleares LyprehbgNicomed Pharma, Oslo,
Noruega).

Azul tripdn al 0.5% (Sigma, St Louis, USA) en solucién salpea comprobar la

concentracion y la viabilidad celular.
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Antisuerosde diversas especificidades procedentes tantaiestno laboratorio, como
de intercambio con los laboratorios de histocorbgatad participantes en los Talleres
nacionales, junto a sueros comercializados pargwesas resefiadas en la tabla 2.1.
Complemento de conefPiagnostica Longwood, Zaragoza).

Eosina Amarillaal 5% (Merck, Darmstadt, Alemania).

Formaldehida35-40% (Merck), ajustado a pH 7.2.

2.3.2.2. Separacién de células mononucleares degsamperiférica

Las células mononucleares de sangre periféricazadds para el tipaje
seroldgico HLA vy los distintos cultivos realizadims vitro se separaron siguiendo la
técnica descrita por BoyuBoyim, 1968). Tras su extraccion la sangre seldesd
con bolitas de cristal (1 bolita por cada mL degsa)j se diluye a la mitad con suero
salino fisiolégico y se deposita sobre el mediosdparacion Lymphoprep evitando
romper la interfase. Las muestras se centrifugaantel 25 minutos a 600xg, y el anillo
de células mononucleares formado en la interfaseesgpera por aspiracion. Esta
suspension celular se lava 3 veces por adiciorudm disiologico y centrifugacion a
400xg durante 5 minutos para garantizar la elimimaae restos del medio de
separacion. Las células obtenidas se resuspentiaariamente en suero salino y la
concentracion adecuada se ajusta después de pratedeuento y la comprobacion de

la viabilidad con azul tripan en camara NeubauapéSRior, Alemania).

2.3.2.3. Ensayo de microlinfocitotoxicidad

En nuestro estudio se utilizaron 3 placas de &krapreparadas con los
antisueros descritos en la tabla 2.1, que permd&erminar 16 especificidades de
HLA-A, 29 de HLA-B y 8 de HLA-C. Una vez ajustada suspension celular a 3
mill/mL y con una viabilidad superior al 95% paraegurarse una correcta
interpretacion de los resultados, se dispensa aojeringa individual 1uL de la
suspension de células en cada pocillo de la placaTerasaki correspondiente,

incubandose a temperatura ambiente durante 30 @sinDurante este periodo de incu-
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Tabla 2.1.Antisueros utilizados en la determinacion de efipetades HLA de clase | (locus

HLA-A, -B, -C) por microlinfocitotoxicidad.

Especificidad Antisueros empleados Especificidad  Antisueros empleados
Al Mur 130A, Ma-Bi837, Sant 7428 B51(5) Mur 423A, Ctm 8
A2 Mur 889A, Ctm 22, Mal 815 B52(5) Bl 151, BI 152
A3 Mur 568, Fre 8932, Bio 112046 B53 PF1070, MaB0904, Bio1473
A9 Bio 130822 B7 Ctm 7, Mur 836A
A23 (9) Ctcv 296, Cultek 293 B8 Mur 826A, Fgr 568
A24 (9) Mur 10A, Mur 527A B44 Hryc 131, Mur 864
A10 PF 2464 B45 PF 458AA, I.Ana 251-1
A25 (10) Fre 8926, Mur 446A, Mal 803 B13 Fre 7750, Ctm 3
A26 (10) PF 066AA, Mur 246A, Bio 2001 B14 Mur537A, Mur913, Murl27A
A34 (10) | Cultek 258, PF 366A, PF 442A B15 Fre 8912, Cultek 356
A66 (10) PF 769, Cultek 296, Bio 2001 B62 (15) Mur 635A, Bh 26202H
All Mur 232, Mur 441A B63 (15) l. Ana 402-2, PF 960A
A28 Fre 3001, PF 1045 B16 Fre 8709
A29 Ctcv 306, Ctm 51 B38 (16) Mal 803, DL 3035
A30 Mur 564A, Cjc 90/4,Sant 7193 B39 (16) I.LAna 703-1, Mur 966
A3l Sant 7193, .Ana 448-2, PF 1047 B17 Alf.D 250-1
A32 Mur Belmonte, Fre 9009 B57 (17) Mur 441A, Mur 752A
A33 DL 225, I.Ana 745-2, |.Ana 737-§ B58 (17) Mal 806, Mur 576A
B18 Mur 825A, Mur 471
Cwil Cultek 363, Bio 292 B49 Ma-Bj865, PF 983
Cw2 Cultek 242, I.Ana 245-1 B50 PF 980, Pri 256
Cw3 PF 775, Bio 122559 B55 Mal 815, PF 967, |.Ana 445-
Cw4 Bh 25403RCultek 937 B56 Fre 8997, PF 387AA
Cwb Cultek 291, Bio 2181 B27 Bio 112011, Mur 540
Cwb PF 508A, Fre 8759 B35 Mur 332A, Mur 131A
Cw7 Alf.D 405-1, PF 035AA B37 Fre 4220, PF 28XF
Cw8 Cornet, Alf. D 427-1 B40 Cultek 277
B60 (40) Cultek 337, I.LAna 721-1
Control + | Mur 648A, Mur Concepcion B61 (40) Cjc 277, Mur 171A
Control - Suero AB B41 PF 995, Cultek 184
B42 Bio 665, I.Ana 460-1
Bw4 Mur 551A, Ctm 5 B48 PF 1061, I.Ana 419-1
Bw6 Mur 653A, Bio 1001 B73 Bio 637, PF 862

Antisueros generados en nuestro laboratorio (Muprocedentes de intercambio con otros

laboratorios:

Bl: Hospital de Cruces, Baracaldo, Vizcaya; Cjc:spital Juan Canalejo, A Corufia; Ctcv:
Centro de Transfusiones de la Comunidad ValencMalencia; Ctm: Centro de Transfusiones
de Madrid; Fgr: Hospital Virgen de las Nieves, Gday Hryc: Hospital Ramoén y Cajal,
Madrid; Ma- y Mal: Hospital Carlos Haya, Malaga;:Riospital Doce de Octubre, Madrid;
Sant: Hospital Marqués de Valdecilla, Santander.

Casa comerciales proveedoras de antisueros:
Alf.D: Alfa diagnéstica (USA); Bh: Hoechst IbéricdBarcelona; Bio: Biotest, Dreleich
(Alemania); Cornet y suero AB: Sigma; Cultek: MagliDL: Diagnéstica Longwood, Zaragoza,;
Fre: Fresenius, Bad Homburg (Alemania); I.Ana: InmtAnalizer, Madrid; PF: Pel Freeze,
Brown Deer (USA).
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bacion, se realiza la preparacion del complemeetooathejo segun las especificaciones
del fabricante. Posteriormente se afiadepL5de complemento de conejo en cada
pocillo con una jeringa multicanal, con el que rsauban durante 1 h. A continuacion,
se afladen AL de eosina al 5%n cada pocillo, se aguarda 5 minutos y se afiagén 9
de formaldehido al 30%H 7.2. Se mantienen un minimo de 1 h para dejerlas
células se depositen en el fondo del pocillo, keea en un microscopio de contraste de
fases. En el microscopio, al tefiir con eosina,désilas vivas aparecen pequefias,
brillantes y refringentes, mientras que las célataertas aparecen de mayor tamafo y

de color rojo debido a que la eosina penetra es.ell

2.3.3. Tipificacion HLA de clase Il

Para la realizacion del tipaje HLA de clase Il s lempleado técnicas de
biologia molecular, que permiten una mayor resolugi especificidad que las técnicas
serolégicas. Primeramente se debe realizar lacextra del ADN de las muestras a
analizar, para después amplificarlo por medio dereaccion de PCR. A partir de este
punto se pueden emplear diversas estrategias ae,tigomo son la incubacién con
endonucleasas de restriccién (polimorfismo en logde fragmentos de restriccion o
RFLP), la deteccidn con sondas oligonucleotidispeeificas de secuencia (SSOP) y la
amplificacion con cebadores especificos de seca¢88P). En nuestro caso se empleo

preferentemente la técnica de PCR-SSOP desarr@tadaestro laboratorio.

2.3.3.1. Reactivos para la extraccion del ADN

Proteinasa K(Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania).

Tampédn de lisigon 0.32M sacarosa (Merck), Tris-HCI 10mM (Sigmg) p.5, MgCl
5mM (Merck), Triton X100 1% (Merck).

Tampon de PCR w/o i6ni@amn50mM KCI (Sigma), 10mM Tris-HCI (Sigma) pH 8.3,
2.5mM MgC}h (Merck), 0.1 mg/mL gelatina (Merk), 0.45% Tween{&igma), 0.45%
NP-40 (Fluka, Buchs, Suiza).
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2.3.3.2. Reactivos utilizados en PCR-SSOP

A. Amplificacién

Cebadores o primensspecificos para amplificar el exon 2 de los g&iRB1 y DQB1,
cuya secuencia se muestran en la tabla 2.2. Laeseieude los mismos fueron
recogidas de publicaciones anterior@dach y col., 1991; Mehra y col.,, 1991),
afiadiendo SSOs del 11° y 12° Talleres Interna@snale Histocompatibilidad
(Sasazuki y Kimura, 1992; Fernandez-Vifia y Bignd896), siendo fabricados por
Amershan Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, UKy YNAgency (Philadelphia,
USA).

Tampénde PCR10X (Boehringer Mannheim), suministrado por elveedor de la
ADN polimerasa junto con ésta.

Solucion de dNTP&mershan Pharmacia Biotech) con 100mM de dATP,RITACTP
y dGTP.

Tag ADN polimerasa 5UQL (Boehringer Mannheim).

Tubos de 0.2 mL y tapon@erkin-Elmer, Norwalk, USA), empleados como stpde

la amplificacion en el termociclador.

Tabla 2.2.Cebadores utilizados para la amplificacion del exdle DRB1 y
de DQB1.

Identificacion del cebador Secuencia de ADN 55 3°

2DRBAMP-A CCCCACAGCACGTTTCTTG
2DRBAMP-B CCGCTGCACTGTGAAGCTCT
2DQBAMP-A CATGTGCTAACTTCACCAACGG
2DQBAMP-B CTGGTAGTTGTGTCTGCACAC

B. Visualizacion de los amplificados

Agarosade bajo punto de fusi§fsigma), utilizada para la realizacién de los gele
Marcador de peso molecular de ADM/X174 digerido por Haelll (Sigma)

resuspendido en solucion de azul de bromofenobhacancentracién deldg/uL.
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Solucion de azul de bromofeneipleado para tefiir los amplificados y realizardeya

en los geles de agarosa, con azul de bromofend.28% (Sigma), 0.25% de
Xilenocianol (Sigma) y 30% de glicerol (Merck).

Solucion de bromuro de etid{8igma)a concentracion de 500 pg/mL, utilizado para la
deteccion de los amplificados de PCR en geles desa.

Tampon Tris-borato-EDTATBE) 0.5X, con Trizma base 44.5mM (Sigma), acido
borico 49.5mM (Merck) y EDTA 1mM (Sigma), empleadmmo tampdén de
electroforesis.

C. Desnaturalizacion y transferencia a membranayhiba

Membranas de nylon cargadas positivame(@&eneScreen Plus, DuPont, Boston,
USA).

Papel Whatma3MMChr, Maidstone, UK).

Solucion de desnaturalizacidate los amplificadgscon NaOH 0.4N (Sigma), EDTA
25mM (Sigma).

Tampon TEeon Tris-HCI 10mM (Sigma) pH 7.6, EDTA 1 mM (Signahl 8.

D. Marcaje de las sondas

Etanol (Merck).

Kit de marcaje de oligonucledtidd®IG oligonucleotide 3’ Labeling kitBoehringer
Mannheim), que incluye las soluciones de CoCl,ogleno, digoxigenina-11-ddUTP,
tailing buffer y la enzima transferasa terminal.

Solucion de precipitaciéoon CILi 4M (Merck).

Solucion EDTA).5M (Sigma) pH 8.

Sondas SS@tilizadas para analizar el polimorfismo genétieolos loci HLA-DRB1 y
HLA-DQB1, recogidas en la tabla 2.3. El origen de $ecuencias y su fabricacion son
los mismos que los reflejados anteriormente paradébadores.
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Tabla 2.3. Secuencia nucleotidica de las sondas utilizadas Ipaipificacion de HLA-

DRB1y -DQBL1, y las especificidades identificadas.

Oligo Secuenciade ADNde5 a3’ Especificidades

L11 TTCAAACTTAAGCTGCCAC DR1

N77 | TCTGCAGTAGTTGTCCACC DR3

H33 | CTCTTGGTGATAGAAGTATC DR4

G11 | CTTATACTTACCCTGCCAC DR7

L74 GTGTCCACCAGGGCCCGCC DR8

Y26 | CTGTGCAGATACCGCACCC DR9

V1l | CTCAAACTTAACCTCCTCC DR10

ES8 CCAGTACTCCTCATCAGGC DR11

L37 AGCGCAGGAGCTCCTCCTG DR12

E71 GGCCCGCTCGTCTTCCAGG DR1, DR4, DR11, DR13
K71 | CGGCCCGCTTGTCTTCCAG DR13

H60 | GTTCCAGTGCTCCGCAGCA DR14

N37 | AGCGCACGTTCTCCTCCTG DR3, DR13, DR14

7011 | GACATCCTGGAGCAGGCG DR15

7014 | GAAGACAGGCGCGCCGCG DR12, DR16

D1 ACACAACTACGAGGTGGCGT DQB1*0501,0502,0503,06010260603
D2 GCTGGGGCTGCCTGCCGCCG  DQB1*02

D3 TGGGGCGGCTTGACGCCGAG DQB1*0401,0402

D4 GGCGGCCTGTTGCCGAGTAC DQB1*0501,0604

D5 GGCGGCCTAGCGCCGAGTAC DQB1*0502

D6 AGGGGCGGCCTGACGCCGAG DQB1*0503,0601

D7 AGGGGCGGCCTGATGCCGAG DQB1*0602,0603

D8 GCTGGGGCCGCCTGCCGCCG DQB1*0302

D9 TGGGGCCGCCTGACGCCGAG DQB1*0301,0303

D10 | CGCGTGCGTTATGTGACCAG DQB1*0601,0301

D11 | GAGCGCGTGCGGGGTGTGAC DQB1*0501,0502,0503,0402
D12 | GGGACCGAGCTCGTGCGGGG DQB1*0401

D13 | TGCGTCTTGTGACCAGATAC DQB1*0302,0303,0602
D14 | TGCGTCTTGTAACCAGACAC DQB1*0603,0604

D15 | GCGGCCTGTTGCCGAGTA DQB1*0501,0604,0605

E. Hibridacion y deteccién de la sefial de hibiridac

Kit de deteccion de acidos nucleic®IG Nucleic Acid Detection, Boehringer
Mannheim), que incluye el reactivo de bloqueo,reicaerpo anti-DIG conjugado con
fosfatasa alcalina y el substrato de la fosfatasa.

Solucion de lavado TMAGCcon Tris-HClI 50mM (Sigma) pH 8, cloruro de
tetrametilamonio (TMAC) 3M (Sigma), EDTA 2mM (SigmaSDS al 0.1%

(Boehringer Mannheim).
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Solucion de prehibridaciéron Tris-HClI 50mM (Sigma) pH 8, TMAC 3M (Sigma),
EDTA 2mM (Sigma) pH 8, solucion Denhardt 5X, SDS @fl% (Boehringer
Mannheim), solucién de bloqueo al 0.5%.

Soluciéon Denhardt 50Xon 1% de polivinilpirrolidona (Sigma), 1% de fical00
(Sigma), 1% de albumina de suero bovina (Sigma).

Solucion SSPE 2Xon NaCl 300 mM (Sigma), NaRO, 20 mM (Scharlaus,
Barcelona), EDTA 2 mM (Sigma), SDS al 0.1% (BoegenMannheim).

Tampén Icon Tris-HCI 100mM (Sigma) pH 7.2, NaCl 150mM (Sem

Tampon 2 o solucidn de bloqueo al 1@6n reactivo de bloqueo disuelto en tampodn 1.
Tampon 3con Tris-HCI 100 mM (Sigma) pH 9.5, NaCl 100 mM d®@a), MgC}
50mM (Sigma).

Tampén 4on Tris-HCI 10mM (Sigma) pH 8, EDTA 1 mM (Sigma).

2.3.3.3. Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se emplean muestrasadgre anticoagulada con
EDTA, mezclando 50Qul de la misma con 50Q0 de tampén de lisis en un tubo
eppendoride 1.5 mL. A continuacion se centrifuga a 13000updte 20 segundos. El
sobrenadante se decanta y se resuspende el béuéar e@ 1 mL de tampon de lisis.
Estos pasos se repiten tantas veces como sea nmedessta que el sobrenadante sea
transparente, sin restos de hemoglobina que puidhnir la amplificacion PCR.
Después de la ultima lisis, se resuspende el Et&00uL de tampdn PCR w/idnicp
se transfiere a un tubo de 0.5 mL afadiendo 3 yhrakeinasa K a concentracién de 10
mg/mL.

Esta mezcla se incuba a una temperatura entr@%D-@&urante al menos una
hora. Después de esta incubacion, las muestrasrsgten a un calentamiento de 95°C
durante 10 minutos para inactivar la proteinasadtante. Posteriormente se cuantifica
la cantidad de ADN presente en la muestra con pecg®fotOmetro leyendo a una

longitud de onda de 280 nm.
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2.3.3.4. Técnica de PCR-SSOP

Este método consta de una primera etapa de araplidin mediante PCR de un
segmento de la region codificante del gen HLA dndés. Los cebadores utilizados en
la amplificacion estan constituidos por una secizede nucledtidos que permite la
amplificacion del gen en todos los individuos pdemrntes que sean los alelos que
porten. Después, se completa con una etapa deideteon sondas oligonucleotidicas
especificas que nos permiten conocer el tipaje ldeAin determinado individuo. Para
la deteccion se requiere un primer paso de trasrsfex del material amplificado a un
soporte soélido donde se lleve a cabo la hibridacamlas distintas sondas especificas,
gue después se detectan por un método colorimémiediante la sefial de hibridacion
especifica que permite la resolucion del tipaje.

A. Técnica de la amplificacion enzimatica PCR

Para realizar la amplificaciéon PCR se prepara gnaimente una mezcla con los
componentes requeridos, cuyo volumen final depelellendmero de muestras que se
quiera amplificar. Asi, para cada muestra individaaamplificar, se requieren los
siguientes reactivos: Tampon de PCR 1X, @PDANTPs, 50 pmoles de cada primer (3'
y 5, 2U de Taq ADN-Polimerasa y agua bidestiladsta completar un volumen de 85
pL. La mezcla de todos los componentes se reatizhi@, afiadiendo como ultimo
componente la ADN polimerasa. Tras agitar la mezstadistribuyen 8L de la
solucion a cada uno de los tubos de 0.2 mL de lsstras y se afiaden 15 pL (0
de cada ADN gendémico. En cada amplificacion seatispun control negativo de
contaminacion ambiental, en el cual se dispensa agtoclavada en lugar de ADN y
gue al contrario de los tubos de las muestras peroesa abierto durante todo el
proceso.

Una vez preparadas las muestras se introducen diatamente en el
termociclador. Las condiciones de la amplificaciditizadas en el tipaje de los loci
HLA-DRB1 y -DQB1 son:
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a-1 ciclo de 2 minutos a 95°C para desnhaturaliz#efmas que hubieran podido
quedar en el medio después de la extraccion del. ADN

b- 30 ciclos compuestos de: Desnaturalizacion derdnminuto a 94°C para
abrir las cadenas de ADN, alineamiento a 56° deramhinuto para que se unan
los cebadores complementarios, y extension 1 miautd2°C para que se
sinteticen las hebras.

c- 1 ciclo de 5 minutos a 72°C para terminar deereder cualquier hebra
rezagada.

d- Indefinidamente a 4°C después del ultimo ciclarap conservar los

amplificados en frio.

B. Visualizacién del amplificado en gel de agarosa

Después de la reaccion de PCR se comprueba snpdifiaacion del locus
deseado es correcta ya que dicho amplificado seyansosteriormente con diferentes
sondas oligonucleotidicas. Para ello se preparaainaion de agarosa de bajo punto de
fusion al 1.5% en tampon TBE 0.5X, tras disolveracaliente se afiade el bromuro de
etidio a una concentracion final de u§/mL. A continuacion se cargan en el gel las
alicuotas de las muestras y del marcador de pesecohtar, tefiidas con solucion de
azul de bromofenol, y se conecta a una fuente a@dreforesis durante 30 minutos a
120 V. A continuacién, se coloca el gel sobre wmdiluminador de luz ultravioleta
(UV Linker, TFL, Francia) y se registra la presende amplificado mediante una
fotografia con camara Polaroid 440 (Polaroid, Cadgier, USA).

C. Desnaturalizacion y transferencia del ADN anigdifio a membrana de nylon

La inmovilizacion de los amplificados en soporédid® adecuado (en nuestro
caso membranas de nylon cargadas positivament@jtpda hibridacion de un nimero
elevado de muestras con un panel completo de soligasucleotidicas para tipar cada
muestra en el locus de interés y con el gradost#dueion adecuado.

Para desnaturalizar el ADN amplificado y que samkas hebras, se mezclan 30

ng de amplificado con 50L de solucidon desnaturalizante. Normalmente cuardta
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visualizacion en gel de agarosa se observa unaabumensidad en la banda de
amplificado, con 5uL de amplificado/filtro es suficiente para dar wefial optima.
Tras incubar las muestras durante 10 minutos aesnpa ambiente se transfieren a
hielo picado para evitar que se vuelvan a renararalas hebras. Posteriormente se
colocan 2 hojas de papel Whatman 3MM sobre unaplataparato de transferencia a
vacio de 96 pocillos denominado Bio-Dot (Biorad tuatories, Richmond, USA), y a
continuacion se coloca la membrana de nylon cargadilivamente prehumedecido en
agua destilada. Posteriormente, se afladqrL5® cada muestra desnaturalizada en los
pocillos de la cubeta de transferencia y se corsdctacio. Cuando se ha observado la
succion del liquido, se afladen 100 de tampdén TE a cada pocillo para arrastrar los
restos de la muestra que se hayan podido quedmsegmaredes de los pocillos. La
membrana se seca a temperatura ambiente entra dopapel Whatman 3MM, para
después fijar el filtro mediante entrecruzamierda ana lampara del transiluminador
de luz UV de 254 nm a 0.12 J/grdurante 15 minutos (UV Linker).

D. Marcaje de las sondas oligonucleotidicas corogigenina-11-ddUTP

El fundamento que se utiliza es la unién del corsfmudigoxigenina-11-ddUTP
en numero variable en el extremo 3" de las sontigsnacleotidicas, permitiendo su
posterior identificacion mediante un anticuerpa-digoxigenina en el paso posterior
de revelado de las membranas. Para ello empleamk&s comercial que contiene los
reactivos necesarios para realizar el marcaje @oxigenina. Para el marcaje de 100
pmoles de oligonucleétido, siguiendo las espediw®es de la casa proveedora, se
deben mezclar los siguientes componentes en undeildio5 mL sobre hielo: 4L de
Tailing Buffer, 4 uL de solucion de CoCl, 100 pmoles del oligonuchmti
correspondiente (segun volumen)pll de Dig-11-ddUPT y JuL (50 unidades) de la
enzima Transferasa Terminal. A continuacion, sebaa las muestras a 37°C durante
15-30 minutos, después de los cuales se transf@ehéslo picado. Se mezclanul de
la solucidn de glicogeno con 200 de la soluciéon de EDTA 0.2 M pH 8.0, y se afiaden
2 UL de esta dilucion a la mezcla anterior. Despuégprseipita el oligonucledtido
marcado con 2.5L de LIiCl 4 My 85uL de etanol absoluto pre-enfriado a -20°C. A

continuacion se mezcla bien y se mantiene a -7Qf@nte 15 minutos y a -20°C



Capitulo 2 40

durante 2 horas. Después de este tiempo, se ogatrél oligonucleotido a 12000xg
durante 10 minutos a 4°C, se elimina el sobrenadasé lava el botdn obtenido con 60
pML de una solucion de etanol al 70%. Se vuelve d@itegar a 12000xg durante 10
minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante y se &eitdo al vacio. Una vez seco el
botdn, se resuspende éste en un volumen apropéadagua bidestilada estéril.

E. Hibridacion con las SSOs marcadas con digoxiggeni

Consiste en hibridar el material amplificado panadeterminado locus con una
serie de sondas especificas marcadas con digoxayase manera que después de una
serie de lavados se pueda eliminar el exceso d#asprdespegar las sondas unidas
inespecificamente, para revelar la reaccion utiia en nuestro caso, un sistema
colorimétrico.

Primeramente, se prehibridan las membranas erasodfde hibridacion con 0.2
mL de solucién de prehibridacién/éml menos durante 30 minutos a 56°C en horno de
hibridacion. Posteriormente, se afiade la sondaadarcon DIG-ddUTP (60 ng, a una
concentracion de 2 pmoles/mL de soluciéon de hibria precalentada a 56°C). Se
mezcla bien y se incuba un minimo de 1 hora y urim@de 16 horas en horno de
hibridacion con agitacion constante a 56°C.

A continuacion se lava la membrana 2 veces duramtenutos cada vez, con
una solucién 2XSSPE, 0.1% SDS a temperatura angbjeabn agitacion en bateas de
plastico de tamafio apropiado a la membrana para ejudiquido la cubra
completamente con vistas a eliminar el exceso ddasdDespués se lavan los filtros
con solucion de lavado TMAC durante 10 minutos mperatura ambiente y con
agitacion para eliminar el exceso de SSPE. Postegitte se lavan los filtros 2 veces
con solucién TMAC durante 15 minutos en bafio cdtaeign a 59°C. Finalmente, se
lavan los filtros 2 veces con solucion 2 X SSPErageratura ambiente con agitacion

durante 10 minutos, para eliminar el exceso de TMAC
F. Deteccion de la sefial de hibridacion

Para detectar la sefial donde han hibridado ladasoespecificas de alelo

marcadas con digoxigenina se emplea el kit de adweetolorimétrico DIG Nucleic
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Acid Detection.Todo el procedimiento se realiza a temperatura emtédiy con lavados
en agitacién constante en bateas de plastico cenlumen de 100 mL por 100 érde
filtro. En primer lugar se equilibra el filtro ehtampon 1. A continuacion, se incuba el
filtro en tampodn 2 o solucién de bloqueo, durarf@enBnutos. Después se lava el filtro
durante 5 minutos en tampén 1. Mientras tanto $ayeliel anticuerpo anti-DIG
conjugado con fosfatasa alcalina a 150 mU/mL erpéml, solucion en la que se
incuba el filtro durante 30 minutos. A continuagi@e lava dos veces el filtro en
tampon 1 durante 15 minutos, para eliminar el exdesanticuerpo.

Posteriormente, se coloca el filtro en una boksgldstico sellada al calor y se
adiciona 10 mL de tampon 3, incubandolo duranteritos. Se elimina el tampon y se
afiaden 10 mL de solucién de color, compuesta dd 3l substrato de la fosfatasa en
tampodn 3. Tras el sellado de la bolsa de plaséista, se conserva en reposo y fuera de
la luz durante el desarrollo del color. Los preeigpos de color se forman en un
intervalo de tiempo entre 10 minutos a dos horastimudndose el desarrollo del color
hasta que se obtiene una buena sefial, siendaoitel tiraximo de 16 horas.

Finalmente se lavan los filtros con 50 mL de tampdoara detener el desarrollo
del color. Posteriormente se identifican los cqroeslientes alelos siguiendo los
modelos de reaccion de las distintas SSOs usadalstipaje de HLA-DRB1 y -DQB1

gue se muestran en las tablas 2.4 y 2.5, respeive.

Tabla 2.4. Modelos de reaccién de las SSOs para la
identificacion de los alelos HLA-DRB1.

Oligonucledtido

GIL|Y[V|N|L
117(2(1(3]3
114|6(1|7|7

Alelo |[L|N|H|E
DRB1* |N|[7|3|5
1({7|3]|8

B ~Nm
P~ X
oo I

AP O~
N =N

01 + - - - + - - - - - - - - - -
03 -+t - - - - - - - - - - - -
04 - - +- + - - - - - - - -~ -
07 S R L T R R
08 S T T I i
09 S T T T R S
10 S R L R T I T B B
11 - - - ++ - - - - - - - - -
12 e
13 G i T TS
14 S R R L R R S I R
15 - - - - - - - - - oo oo+ -
16 T TR I
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Tabla 2.5. Modelos de reaccién de las SSOs para la
identificacion de los alelos HLA-DQB1.
Oligonucledtido

D(D(D(D|D
67891

Alelo D
DOB1* |1

D
2

D
3

D
4

D
5

R RO

02 -+ - - - - - e e e e e e - .
0301 S T 2 ST
0302 |- - - - - - - +- - - - + - -
0303 - - - +
0401 - - - - - - -
0402 - +
0501 +
0502 +
0503 +- - - -+ - - -
+
+
+

1
1
1
1
1
+
1
1
1

1
1
1
1
1
+ 4+ + o+
1
1
1
+

0601
0602
0603
0604 |- - - +- - - - - - - - - ++
0605 |- - - - - - - - - - - - - - 7

2.3.4. Andlisis estadistico

Los resultados del tipaje HLA se almacenaron esedale datos realizadas en
DBase-lll-plus (Aston-Tate, USA). Las frecuencidélieas se estimaron por contaje
directo, y todas estas frecuencias reflejan elgygge de individuos positivos para un
cierto alelo. El significado estadistico se ensagédiante el uso de tablas de
contingencia 2x2 por el test de chi cuadrado desBeay el test de Mantel-Haenszel,
con la correccién de Yates o con el test exactéisteer cuando el valor observado para
un marcador HLA resultaba menor de cinco, todo dlkponible en los programas
informaticos EPI-INFO-5.01 (Center for Disease CalntAtlanta, USA) y SPSS (SPSS
Inc. Microsoft, Chicago, USA). Los valores P serigieron multiplicando por el
namero de alelos analizados de cada locus (cotrede Bonferroni) (Svejgaard y col.,
1994), considerandose significativos solamentevlderes de P inferiores a 0.05. Se
realizaron un total de cuatro comparaciones:

1. Asmaticos extrinsecos con el grupo control.

2. Asmaéticos intrinsecos con el grupo control.
3. Pacientes extrinsecos con intrinsecos.
4

Total de pacientes asmaticos con el grupo dontro
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2.4. Resultados

Las frecuencias fenotipicas de los antigenos dse dldHLA-A, -B y -C) se
muestran en la tabla 2.6. En las tablas 2.7 y&r@gestran las frecuencias de los alelos
de HLA-DRB1 y -DQB1 de los 80 pacientes con asmtanseco y 95 con asma
extrinseco en los que se realizo el tipaje de dlase

Al comparar el grupo de asma extrinseco con tw¥rgles se encuentra un
incremento de la frecuencia del alelo HLA-DRB1*08 ks asmaticos extrinsecos
(P=0.0051), que pierde la significacion estadis{iee>0.05) al ser corregido por el
numero de alelos tipados (correccion de Bonferrdmay otras diferencias observadas
en la comparacion de estos dos grupos, son lamision del antigeno HLA-A2, el
incremento del antigeno HLA-B18 y el alelo HLA-D@B501 en el grupo de
alérgicos extrinsecos respecto a los controlessttidnen una significacion menor que
el alelo HLA-DRB1*03, y también desaparece al seragida.

La comparacién del grupo de asmaticos intrinseoosl@s controles también
refleja diferencias entre ambos (P<0.05), con enemento del antigeno HLA-B7, y
los alelos HLA-DRB1*04, -DQB1*0302 y -DQB1*0303, iasomo una disminucion de
HLA-Cw6, -DRB1*11 y -DRB1*15 en los asmaticos imsecos respecto al grupo
control. En todos los casos, al corregir por el eiimde alelos tipados la significaciéon
estadistica desaparece.

Cuando se compara el grupo de asmaticos intrinsemosel de asmaticos
extrinsecos se observa un incremento de las fremsede los alelos HLA-AL, -B7 y
-DQB1*0302 en el grupo de asméticos intrinsecognimas que la frecuencia del
antigeno HLA-B18 aparece disminuida, aunque engoiml caso sin significacion
estadistica después de la correccion.

Igualmente, se observa un incremento en la frecael®t alelo HLA-DRB1*03
y una disminucion del alelo HLA-DRB1*11 en el comjo de pacientes alérgicos

respecto al grupo control, cuya significacion taénkiesaparece al ser corregida.
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Tabla 2.6. Frecuencias fenotipicas (n,%) de los antigenos HeAlase | (A, B, C) en los tres

grupos de estudio.

Intrinsecos Extrinsec.  Controles Intrinsecos Extrinsec. Controles
A (n=87,%) (n=102,%) (n=150,%) P AQ  (n=87,%) (n=102,%) (n=150,%) P
Al | 26 (30) 15 (15) 33(22) 4 B51| 10(11) 11 (11) 16 (10)
A2 | 40 (46) 36 (35) 77 (51) b B52 7 (8) 2(2) 9 (5)
A3 | 14 (16) 21 (21) 19 (12) B53 3(3) 2(2) 4 (3)
A23 2(2) 6 (6) 9 (6) B7 22 (25) 13 (13) 21 (13)
A24 | 12 (14) 21 (21) 23 (15) B8 13 (15) 15 (15) 23 (16)
All 8 (9) 13 (13) 20 (13) B44| 22 (25) 28 (27) 52 (35)
A25 3(3) 5 (5) 3 (1) B45 4 (5) 2(2) 4 (3)
A26 | 10 (11) 4 (4) 10 (7) B13 1(1) 7(7) 6 (4)
A34 0 (0) 2(2) 0 (0) B14 8 (9) 18 (18) 17 (11)
A28 8 (9) 6 (6) 11 (8) B57 5 (6) 4 (4) 14 (10)
A29 | 14 (16) 20 (20) 27 (18) B58 0 (0) 1(1) 3(2)
A30 | 14 (16) 17 (17) 16 (11) B62 8 (9) 9 (9) 9 (6)
A31 1(1) 6 (6) 6 (3) B63 1(1) 0 (0) 1(1)
A32 3(3) 10 (10) 15 (10) B18 8 (9) 25 (25) 19 (14)
A33 3(3) 8 (8) 7 (5) B38 6 (7) 2(2) 9 (6)
Abl.| 16(18) 14 (14) 24 (16) B39 6 (7) 2(2) 9 (6)
B49 6 (7) 9(9) 9 (6)
B50 2(2) 4 (4) 7 (4)
Cwi 5 (6) 5(5) 11 (7) B55 2(2) 2(2) 4 (3)
cw2 8(9) 10 (10) 10 (5) B56 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw3 12 (14) 10 (10) 13 (9) B27 6 (7) 5(5) 4 (3)
Cw4 18 (21) 27 (26) 29 (21) B35 11 (13) 18 (18) 22 (15)
Ccws 8 (9) 19 (19) 25 (19) B37 2(2) 1(1) 2 (1)
Cwb 5 (6) 12 (12) 23(15) c| B60 5 (6) 5 (5) 3(2)
cw7 | 37 (43) 30 (29) 61 (40) B61 0 (0) 1(1) 4 (3)
cw8 7 (8) 12 (12) 10 (7) B41 7 (8) 6 (6) 6 (4)
Chl.| 74(85) 79 (77) 118 (78) B42 0 (0) 0 (0) 1(1)
B47 1(1) 0 (0) 0 (0)
B bl. 8 (9) 12 (12) 18 (12)

a, Comparacion de los grupos intrinseco vs. exttim®<0.05, Pc=No significativo.
b, Comparacion de los grupos extrinseco vs. coR&0L05, Pc=No significativo.

¢, Comparacion de los grupos intrinseco vs. coR&@.05, Pc=No significativo.
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Tabla 2.7. Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DRB1

en los tres grupos de estudio.

Alelo Intrinsecos Extrinsecos Controles p
DRB1 (n=80, %) (n=95, %) (n=150, %)

01 17 (21) 29 (31) 29 (19)

15 8 (10) 17 (18) 35(23) a
16 5 (6) 1(1) 6 (4)

03 22 (28) 36 (38) 31(21) b,0
04 31(39) 23 (24) 34 (23) a
11 13 (16) 18 (19) 45 (30)  a,q
12 0 (0) 0 (0) 2 (1)

13 17 (21) 20 (21) 34 (23)

14 3(4) 1 (1) 6 (4)

07 24 (30) 29 (31) 54 (36)

08 2(3) 0 (0) 5(3)

09 2 (3) 0 (0) 0 (0)

10 2 (3) 4 (4) 1(1)

a, Comparacion de los grupos intrinseco vs. coR&6L05,
Pc=No significativo.

b, Comparacion de los grupos extrinseco vs. coR&0105,
Pc=No significativo.

¢, Comparacion de los grupos conjunto de asmatieos
control P<0.05, Pc=No significativo.

Tabla 2.8.Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DQB1 en

los tres grupos de estudio.

a, Comparacion de los grupos extrinseco vs. coRt0l05,
Pc=No significativo.

b, Comparacion de los grupos intrinseco vs. com@.05,
Pc=No significativo.

¢, Comparacioén de los grupos intrinseco vs. extcin$<0.05,
Pc=No significativo.

Alelo Intrinsecos Extrinsecos Controles p
DOB1  (n=80,%) (n=95%) (n=150,%)

0501 18 (23) 32 (34) 29(19) a
0502 6 (8) 1(1) 7 (5)

0503 3(4) 1(1) 5(3)

0601 1 (1) 3(3) 4 (3)

0602 9 (11) 15 (16) 31 (21)
0603 10 (12) 10 (11) 16 (11)
0604 4 (5) 8 (8) 13 (9)

0605 0 (0) 0 (0) 1()

02 37 (46) 55 (58) 79 (53)
0301 23 (27) 26 (27) 56 (37)
0302 24 (30) 14 (15) 26 (17) b, lc
0303 709 33 2(1) b
0402 1(1) 1(1) 2(3)
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2.5. Discusion

En esta parte del estudio hemos descrito la disiidin fenotipica del HLA clase
| y Il en dos grupos de pacientes con diagnostiecasina intrinseco y extrinseco.
Aunque los resultados muestran diferencias, aizegalas comparaciones entre los
diversos grupos las diferencias encontradas nosigmificativas. Nuestros resultados
son similares a los reflejados en algunos estudmeriores donde no describen
diferencias estadisticamente significativas, conom $os trabajos realizados en
poblaciones de Estados Unidos (Brady y col., 19Bjlaterra (Turton y col., 1979;
Muers y col., 1982), Colombia (Caraballo y col.9@® o China (Li y col., 1995).

Sin embargo, existe una serie de estudios reakzadootras poblaciones que
demuestran asociaciones estadisticamente sigivfisatle ciertos antigenos, como la
asociacion del asma extrinseco con el antigeno rB@oblacion egipcia (P<0.005)
(Hafez y col., 1984), o el antigeno Bw61 en paeigrdlérgicos chinos de Manchuria
(Pc<0.001) (Wang y col., 1988), o el estudio end&gms griegos donde observa un
incremento de los antigenos A10 (Pc=0.009) y ursmidiucion de B5 y B35
(Pc=0.00003 y Pc=0.0065, respectivamente) en loem@s asmaticos respecto a los
controles (Apostolakis y col., 1996). También hap @antiguo estudio seroldgico con
pacientes atopicos de Inglaterra (Morris y col8M9 donde a pesar de no encontrar
diferencias significativas, se sugeria que el aBrtrinseco estaba asociado con una
disminucién de los antigenos HLA-A3-B7-DR2 (queeseuentran en desequilibrio de
ligamiento). Nuestros resultados no confirman asetq de hecho la frecuencia del
HLA-B7 se encuentra aumentada en el grupo de pasi€@on asma no atépico, aunque
sin significacion estadistica. Aunque hay que haotar que existen variaciones en el
disefio y la realizacion de estos estudios que iboiriian a explicar la disparidad de
resultados, tales como el origen étnico de lasgoodohes, el niumero de pacientes y
controles estudiados, y la metodologia empleada.

En un estudio mas reciente donde el analisis diéésba entre pacientes
atopicos y asmaticos de Inglaterra, se encontré astiacion negativa del alelo
DRB1*08 con el asma (Pc=0.02) y la atopia (Pc=Q.04¢ntras que el alelo DRB1*15
estaba positivamente asociado Unicamente con & @tx0.02) (Howell y col., 1999).

En nuestros resultados a diferencia de los de Howklalelo DRB1*15 aparece
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disminuido tanto en los asmaticos intrinsecos (@x0.como en los extrinsecos al
compararlo con los controles. Sin embargo, si quergramos que el alelo DRB1*08
esta disminuido en el grupo de pacientes extrigsezgpecto a los controles (0% vs.
3%), y como consecuencia en el total de asmatespecto a los controles (1% vs. 3%).
Aunque, al ser el alelo DRB1*08 tan poco frecuameuestra poblacion, tal diferencia
no alcanza significacion estadistica con este tardafimuestra.

Existe un trabajo donde, ademas de estudiar ehpdismo del gen HLA-DR,
se determinan los polimorfismos de los genes dgbifade necrosis tumora y 3,
como parte de un haplotipo extendido al estar t@ddss genes dentro del complejo
mayor de histocompatibilidad en el cromosoma 6 (&tofy col., 1999). En este estudio
realizado en 230 familias australianas, se encai@swciacion entre los haplotiposd.T
Ncol*1/TNF-308*2/HLA-DRB1*03 y LTa Ncol*1/TNF-308*2/HLA-DRB1*02 con el
asma (P=0.016 y P=0.002, respectivamente), asonexique no se encuentran al
analizar los alelos de los tres genes por sepatadomayor diferencia observada en
nuestros resultados, el incremento del alelo DR®®alérgicos extrinsecos respecto al
grupo control (P=0.0051) que aunque como el restsaghrece al ser corregida,
concuerdacon las asociaciones descritas entre la respueskgEda ciertos alergenos
bastante comunes y dicho alelo HLA-DRB1*03, coma $o respuesta al polen de
Lolium perenney a los acaros (Ansari y col., 1989; O'Hehir y.ctB90). Este hecho
también podria explicar la asociacion referidaatgha con el haplotipo Ncol*1/TNF-
308*2/HLA-DRB1*03 (Moffatt y col., 1999). El desetjbrio de ligamiento existente
entre este alelo HLA-DRB1*03 y otros antigenos ldse | podria explicar algunas de
las primeras asociaciones descritas, como la gebtiygo A1-B8 y el asma extrinseco
en niflos (Ostergaard y col., 1979) o Unicamentngfeno B8 con el asma extrinseco
(Hafez y col., 1984). En nuestros resultados noeggaincremento en la frecuencia del
DRB1*02 como en el trabajo de Moffatt, o desplit DRB1*15 como en el de Howell.
El alelo DRB1*15 ha sido asociado en varios essdion la respuesta al polen de
Ambrosia artemisiifoligdGoodfriend y col., 1985; Marsh y col., 1982 y T88oero al
no ser un alergeno frecuente en nuestro entorrse ha incluido en nuestro estudio.

En pacientes atopicos franceses se ha descritdueni@ asociacion entre los
alelos DR4 y DR7 y los estados de atopia (Pc<0.00@£<0.05 respectivamente)
(Aron y col., 1995). En nuestra poblacion no seuenta ninguna de dichas
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asociaciones, aunque la seleccién y el tamafio slg@rlgpos de controles y pacientes
estudiados son muy diferentes. De hecho, cuandmre@aran los pacientes atdpicos
con los no atdpicos se observa que, al contrar@ aquel estudio de Aron, el alelo
HLA-DRB1*04 es mas frecuente en los pacientes dpiabs, aunque sin significacion
estadistica. Este mismo grupo ha descrito la asooiale los mismos alelos con otra
serie de patologias, como son la fibrosis quig#can y col., 1999a), la aspergilosis
(Aron y col., 1999b) y la alergia a alimentos ypalen de abedul (Sénéchal y col.
1999). Sin embargo, a pesar de que los estudioges@fios posteriores se utilizan los
mismos controles, siendo Unicamente 42, mientrasefiunimero de pacientes llega a
ser de 98 en alguna patologia (Aron y col., 1998ahiendo en cuenta que en dichos
controles no se encuentran representados aleldsetarentes como el DR7, y que tan
s6lo hay un 3% de controles que tienen el alelo,DR4s de extrafiar que se encuentre
significacion estadistica en todas las enfermedade$an estudiado.

Con respecto al locus DQ, estudios en el asmatihfmgerian una asociacion
entre el asma atopico y el alelo DQw2 (Hshieh y,cd®91;Gerbase-DeLima y col.,
1997). En nuestros resultados se observa que kB BI@B1*0501 se encuentra
aumentado en el asma extrinseco, mientras quddios &1LA- DQB1*0302 y HLA-
DQB1*0303 estan aumentados en el asma intrinsecospe diferencias significativas.
Curiosamente, existen varios estudios que sugieree precisamente el alelo
DQB1*0302 puede determinar la susceptibilidad ataseenfermedades autoinmunes,
como la diabetes (Owerbach y col., 1989; ThorsByopningen, 1993). Teniendo en
cuenta el papel sugerido de ciertos virus en eardato del asma intrinseco (Li y
O'Connell, 1987; Welliver y col., 1981), es tentathwestigar el papel que pueda tener
la restriccion del HLA-DQ para péptidos virales dnméticos que puedan estar
implicados en el asma intrinseco, tal como ocumeo&#os procesos de patologia
inmunologica (Parkkonen y col., 1994).

En conclusion, en nuestra poblacién no se ha poestiblecer una asociacion
en el asma alérgico o no alérgico con el sistemA.Hlor ello, no se puede deducir por
nuestros resultados que algun agente infeccioso selacién con las moléculas de
HLA, pueda ser la causa ultima del desarrollo dgha intrinseco. Dada la amplia
bibliografia existente que refleja diversas asacras de los antigenos HLA con las

respuestas individuales a ciertos alergenos, pderwacion de que algunos alelos tanto
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de clase | como de clase Il predominan o estanidisdos en los pacientes asmaticos,
se decidio continuar nuestro estudio ampliandoUeharo de muestras de pacientes
extrinsecos para comprobar si dichas asociaciosésban presentes en nuestra
poblacion.



CAPITULO 3
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COMPARACION DE LAS FRECUENCIAS HLA DE CLASE | Y Il EN
PACIENTES CON ASMA EXTRINSECO

3.1. Introduccidn

En enfermedades alérgicas en general y en el astmiaseco en particular, se
ha demostrado que ciertos alelos HLA clase Il pnexdmstituir factores de riesgo o de
proteccion para el desarrollo de la enfermedad. Uaaas primeras asociaciones
descritas fue la encontrada por Marsh en los aflpddhde observé la fuerte relacién
gue existia entre la presencia del antigeno Dw@ re$puesta de IgE al alergeno de
pequefio tamafio Amb a 5 deAabrosia artemisiifolia(Marsh y col., 1982), que se
correspondia por desequilibrio de ligamiento a ten@ra asociacion descrita por
Levine (Levine y col., 1972). Posteriormente, cbawance de las técnicas de biologia
molecular se pudo establecer que los alelos caxoaiusantes de esta asociacion eran
el DRB1*1501 en la poblacion caucasoide y el DREDA en poblacion asiatica
(Huang y col., 1991; Zwollo y col., 1991). Esta @aoion es la mas consistente
encontrada hasta el momento, y ha sido confirmadatra serie de estudios (Marsh y
col., 1987; Blumenthal y col., 1988).

De igual forma, también se han descrito asociasioc@n otra serie de
neumoalergenos, como los alergenos polinicosalem perennecon DR3 y DR5
(Freidhoff y col., 1988; Ansari y col., 1989), elemgeno Der p 1 del &caro
Dermatophagoides pteronyssinc@n DR3 y DR7 (Fisher y col.,, 1992; Cho y col.,
2000), el alergeno Par o 1 Barietaria officialiscon DR11 (D'Amato y col., 1996), o
con alergenos de animales y hongos, como DR1 calergjeno Fel d 1 del gato y DR4
con Alt a 1 deAlternaria alternata(Young y col., 1994). Las asociaciones descritas n
se han limitado a los alelos del gen DRB1* puesia®e analizado con otra serie de
genes de clase Il, como la asociacion en la resplgis al alergeno Ole e 1 ddea
europaeacon el alelo DQB1*0201 (Céardaba y col., 1993grlargeno Bet v 1 dBetula
verrucosacon DRB3*0101 (Sparholt y col., 1994) y el alerg&ry j 1 deCryptomeria
japonicacon el alelo DP5 (Hori y col., 1996). El estud® lds asociaciones HLA con

la alergia atopica fue objeto de analisis dentrb 1d€ Worskhop Internacional de
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Histocompatibilidad, encontrandose algunas de |a®ciaciones anteriormente
expuestas en grupos de estudio de diferente ogigero (Marsh y col., 1992).

Sin embargo, también se ha verificado que el HLAsmampre se comporta
como un factor de riesgo, sino que pueden existiciaciones que se confieren un
caracter protector. Tal es el caso del alelo DR#& se ha descrito asociado con la
ausencia de respuesta al alergeno del cedro (Rmid,y1992), el DR7 con la respuesta
a Lol p 3 (Ansari y col., 1989), o el alelo DPB1®14en la alergia a acaros (Caraballo y
col., 1991).

Un caso curioso fue el ocurrido en Barcelona, daedebservaron varios brotes
epidémicos de asma causados por la inhalacion lde pge soja, coincidiendo con la
descarga de este producto en su puerto maritimexistencia de una predisposicién
genética contribuyd a la respuesta de estos pasi@simaticos expuestos al polvo de
soja, ya que el riesgo de asma se relacion¢ calelel DRB1*13, y las combinaciones
de los alelos DRB1*11 y DRB*13 solo fueron hallagaslos casos epidémicos y no en
el resto de asmaticgSoriano y col., 1997).

Con los antigenos de HLA clase | se han realizadoos estudios, aunque si
gue se han descrito algunas asociaciones (Sjogtealt, 1996; Lara-Marquez y col.,
1999). En la tabla 3.1 se muestra un resumen destasaciones descritas en respuesta
a neumoalergenos.

Hay que sefnalar que existen estudios en difergrtielsciones donde no se ha
encontrado ninguna de es&sociaciones (Li y col., 1994; Holloway y col., 69%$tephan
y col.,, 1996; Rihs y col., 1998). Mientras otraisede estudios, que si bien no
encuentran asociacion con un alelo concreto, s#reés asociacion de asma y atopia
con la region HLA (The Collaborative Study on then@tics of Asthma, 1997; Hizawa
y col., 1998; Torres-Galvan y col., 1999; Moffattgl., 2001).

En otra serie de articulos el analisis de las pesilasociaciones se realiza
teniendo en cuenta la estructura bioquimica denlalgculas HLA-DR, segun los aas
presentes en la zona de unién y de presentacipaptielos. Asi, se han podido explicar
resultados aparentemente contradictorios obtenilosestudios de enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide y la diedd¢ipo 1 (Ou y col., 1998). Este tipo

de analisis ha sido empleado en trabajos realizadogacientes alérgicos, y ello ha



Capitulo 3 52

permitido llegar a describir nuevas asociacionéeeielos HLA y procesos alérgicos a
DermatophagoideéTorres-Galvan y col., 2000).

En otros tipos de asma, como el inducido por medkcdos y el asma
ocupacional, también existen trabajos que desciiseniaciones con el sistema HLA.
Asi, se ha descrito la asociacion del asma industdcsensibilidad a la aspirina con el
antigeno DQw2 (Mullarkey y col., 1986) y con el DPB301 (Dekker y col., 1997), o
el DQB1*0503 y DQA1*0401 con el asma inducido pérdesocianato de tolueno
(Mapp y col., 2000). Asimismo, en las reaccioneéggtasinducidas por alimentos
también se han descrito una serie de asociacioae®) el DQ7 con las proteinas de la
leche de vaca (Camponeschi y col.,, 1997) o la ialemy cacahuete con los alelos
DRB1*08 y DQB1*04 (Howell y col., 1998). En la tabB.2 se refleja un resumen de
todas estas asociaciones.

El objetivo de esta parte del estudio fue carazdelias frecuencias genotipicas
de HLA clase Il en la poblacion de asmaticos egatos, teniendo en cuenta el
alergeno al que eran sensibles. Para ello, se abnmannumero de muestras de
pacientes asmaticos atopicos y se agruparon respktipo de alergeno al que eran
sensibles. También se estudid la distribucion defdigenos de clase | para comprobar

si existia alguna asociacion con estos antigenos.
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Tabla 3.1. Asociaciones descritas entre los alelos del sistdina y la respuesta alérgica a

distintos neumoalergénos (Pr: asociaciones protectie la enfermedad).

Fuente alergénica Alergeno  Alelo Pr P Referencia
Polenes de plantas:
Parietaria officialis Paro1l DRB1*11 <0.01 D' Amato y c0l996
Ambrosia artemisiifolia |Amb a5 DR2 <0.0001 Marshy col., 1982
Amba6  DR5 <1x10° Marshy col., 1987
Ambrosia trifida Ambt5 DR2 <0.001  Goodfriendy col.,1985
Lolium perenne Lolp1,2 DR3 <0.0001 Freidhoffy col., 1988
Lolp 3 DR5 0.01 Ansariy col., 1987
Lolp 3 DR3 0.006
Parthenium hysterophorus DR3 <0.0001 Sriramarao y col.,1990
Pélen de arboles:
Olea europea Oleel DQB1*0201 0.0003  Cardaba y.ctb93
Betula verrucosa Betv1 DRB3*0101 0.02 Sparholt y col., 1994
Cryptomeria japonica Cryj1l DPB1*0501 <0.04 Hori y col., 1996
DRB1*11 Pr 0.02 Matsushita y col.,1987
Libocedrus decurrens DR4 Pr 0.0096 Reid y col., 1992
Hongos:
Alternaria alternata Altal DR4 0.006 Young y col., 1994
Altal DR4 0.01 Marsh y col., 1992
Acaros:
Dermatophagoides Derp1l,2,5DPB1*0201 Pr <0.010 Huy col.. 2000
pteronyssinus Derpl DR3 0.01 Stephan y col., 1996
Derpl DPB1*11011 <0.01 O'Brien y col., 1999
Derpl,2 DRB1*07 0.02 Kimy col., 2002
DRB1*13 Pr 0.03
Dermatophagoides spp. DRB1*1101 <0.01 Lara-Marquez y col.,
DQA1*0501 1999
DQB1*0301
(haplotipo)
Cw7 Pr 0.07
Dermatophagoides spp. DPB1*0401 <0.008 Caraballoy col., 1991
Epitelio de animales:
Felis domesticus Feld1l DRB1*01 0.02 Young y col., 1994
Insectos:
Blatella germanicay DRB1*0101 0.0066 Donfacky col., 2000
Periplaneta americana DRB1*0102 0.0088
DQA1*0101 0.0012
DQB1*0501 0.00096
Panonychus citri DRB1*07 0.01 Choy col., 2000
DRB1*04 Pr 0.01
Chironomus thummi Chit1l DRB1*0101 <0.025 Tautzy col., 1994
DQA1*0101 <0.05
DQB1*0501 <0.025
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Tabla 3.2. Asociaciones descritas entre alelos del sistema KLA respuesta alérgica y/o

asmatica a distintas fuentes alergénicas (Pr: @asonies protectoras de la enfermedad).

Fuente alergénica Alelo Pr P Referencia

Medicamentos:

Aspirina DQw2 0.008 Mullarkey y col., 1986
DPB1*0401 Pr 0.003 Dekker y col., 1997
DPB1*0301 0.002

Antiinflamatorios no esteroideoPR11 <0.02 Quiralte y col., 1999

Gelatina DR9 <0.002 Kumagai y col., 2001

Ocupacionales:

Disocianato de tolueno DQA1*0104 0.05 Mapp y col., 2000
DQB1*0503 0.018

Anhidridos acidos DR3 0.004 Young y col., 1995

Latex Hevea brasiliensijs DR4 0.01 Rihs y col., 2002
DQB1*0302 <7.1x 10

Animales de laboratorio B16 <0.01 Sjostedt y,£6P6

Venenos:

Avispa(Vespula spp DRB1*11 Pr 0.04 Faux y col., 1997
DRB1*04 0.04

Abeja Apis melliferg DRB1*07 0.02 Faux y col., 1997

Alimentos:

CacahueteArachis hypogaea | DRB1*08 0.0013 Boehncke y col., 1998
DRB1*08 0.026 Howell y col., 1998
DPB1*0301 0.00062

Leche de vaca DQ7 <0.01 Camponeschiy col, 1

Zanahoria Daucus carota DRB1*12 <1x10 Boehnckey col., 1998

Parésito del pescado DRB1*1502 <3.4 x 10/ Sanchez-Velasco y col.,

(Anasikasis simplgx DQB1*0601 <3.9x 10° 2000

D97
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3.2. Grupos de estudio

El diagnostico y la seleccion de pacientes y cdedgrege realizé tal como se
describe en el capitulo anterior. En este estudjoupo de pacientes asmaticos atopicos
estaba constituido por un total de 213 pacient#8 (fdujeres y 95 hombres) con edad
media de 26 afios. Estos pacientes se agruparon skglergeno al que eran sensibles
en SPT. Como grupo control sano se utilizo el mignupo de 150 donantes.

3.3. Métodos

Para la tipificacion de HLA clase | y Il se emplaarios mismos reactivos y
meétodos ya descritos en el capitulo anterior. Eesaldio de alta resolucion para los
alelos DRB1*01, y el tipaje de DRB1* y DQB1* reado en algunas muestras, se
empled la técnica de PCR-SSP.

3.3.1. Reactivos utilizados en PCR-SSP

Colorante rojo cresold 10 mg/mL (Sigma).

Glicerol al 99.5% (Sigma).

Reactivos para tipajeDRB1* low resolution kit DQB1* first y second sefy DRB1*01
high resolution kit(Dynal, Oslo, Noruega), que contienen la bategacdbadores
necesarios para realizar los tipajes especificos.

Solucion dNTPgAmershan Pharmacia Biotech) con 100mM de dATP,RITACTP y
dGTP.

Tamponde PCR10X (Boehringer Mannheim) suministrado por el ped@& de la
polimerasa junto con ésta.

Tag ADN polimeras@Boehringer Mannheim).

3.3.2. Técnica de PCR-SSP

La técnica de la PCR-SSP emplea una estrategiatdisjue la PCR-SSO para

tipar, ya que en este caso cada muestra se ensayana bateria de mezclas de
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cebadores especificos de manera que cada una thezatas de esta bateria amplifica
uno o varios alelos de un determinado locus. Esoitapte sefialar que en las
determinaciones por PCR-SSP es necesario utilizaoatrol interno de amplificacion
en cada mezcla para estar seguros de que la &alanglificacion de la muestra con
determinados cebadores no se debe a errores dedpnoento. Este control interno
generalmente esta constituido por una mezcla dadoebs que amplifican una porcion
de un locus no polimérfico, y normalmente se wilzn fragmento del gen de la
hormona del crecimiento. Los controles negativas Iss mezclas en las que no se
detecta amplificacion especifica, siempre que eltrob positivo interno amplifique
adecuadamente.

Para realizar la amplificacién PCR se prepara pamente una mezcla con los
componentes requeridos, cuyo volumen final depemelenimero de mezclas de
cebadores que se requieran en el tipaje del latwsiestion. Asi, para 10 mezclas de
cebadores se requiere combinar los siguientesvesciampén de PCR 1 X, 1.5 mM
dNTPs, 10% glicerol, 20 pg rojo cresol, 4U de TdgNApolimerasa, ADN genémico
(1 ng) y agua bidestilada hasta completar un volumesOdeL. La mezcla de todos los
componentes se realiza en frio, y después de agitamenientemente, se distribuyen 5
pL de la solucion en cada tubo de 0.2 mL, dondeigneente se han depositadqub
de las mezclas de cebadores con que se quiergaanalmuestra.

Una vez preparadas las muestras se introducen iataente en el
termociclador. Las condiciones de la amplificaciditizadas fueron las recomendadas
por el proveedor de los reactivos (Dynal)

a- Un primer ciclo de 2 minutos a 94°C para desakrar proteinas que hubieran
podido quedar en el medio procedentes de la extraanterior del ADN.

b- 10 ciclos compuestos de desnaturalizacion derdfitsegundos a 94°C para
abrir las cadenas de ADN, alineamiento de los amleady extension a 65°C
durante 1 minuto.

c- 20 ciclos compuestos de desnaturalizacién derd@tsegundos a 94°C para
abrir las cadenas de ADN, alineamiento a 61° dard&fi segundos, Yy
extension durante 30 segundos a 72°C.

d- Indefinidamente a 4°C después del ultimo cid@aponservar los amplificados

en frio.
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La visualizacion de los amplificados requiere ldsmos pasos y reactivos que
se han explicado anteriormente para la PCR-SSOJacdiferencia que en este caso
para cargar los amplificados en el gel se utiladotel volumen de amplificacion y no
se requiere colorante de carga, ya que la mismalange amplificacion lleva el
colorante rojo cresol incorporada y éste no indegficon la Taqg ADN polimerasa en el

proceso de amplificacion.

3.3.3. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico también se utilizdrleeba de chi cuadrado referida
en el capitulo anterior. Los distintos grupos dérgatos comparados estuvieron
compuestos por un numero minimo de 30 muestradagppara cada uno de los loci
HLA.

Los valores P se corrigieron multiplicando por @nero de alelos analizados en
cada locus (correccion de Bonferroni) (Svejgaardcoy., 1994), considerandose
significativos solamente los valores de P infesared.05. El calculo del riesgo relativo
(RR) se realiz6 siguiendo el método de Woolf (1955)

El factor etioldgico (FE) indica la proporcion defermos entre la poblacién
total atribuibles a cada alelo cuando su RR es mayb, y se calcula mediante la
formula: FE = H(RR-1)/(1+H[RR-1]), siendo H la freencia del alelo en la poblacién
control. Mientras que el factor preventivo (FP) énaeferencia a la proporcion en la
reduccion del nimero de casos de la poblacion iestaiddebida a que un alelo presenta
asociacion negativa, cuando su RR es menor quselcalcula como FP = H(1-RR)
(Lépez-Larrea y col., 1995).
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3.4. Resultados

El andlisis de los distintos grupos de alérgicasimsecos, con relacion a una
respuesta cutanea positiva a alergenos determinadagalizé en aquellos grupos de
reactividad frente a un alergeno donde al menosossiguid tipar 30 pacientes para
todos los loci HLA. Asi se realizaron un total @éésscomparaciones para HLA clase |y
ocho para HLA clase Il entre el grupo control y tpapos de alérgicos extrinsecos tal

como se detalla a continuacion.

3.4.1. Asmaticos extrinsecos alérgicosGlea europaea

En este grupo de pacientes, el tipaje de HLA diaserealiz6 en 54 muestras, y
de clase Il en 118 muestras de pacientes alérgiotiso, cuyas frecuencias se recogen
en las tablas 3.3y 3.4.

Hay que destacar que al comparar este grupo detieagmaxtrinsecos con el
grupo control se encontré una disminucion de laueacia del alelo DRB1*11 en los
pacienteg14% vs. 30%, P=0.00063; Pc=0.0098; RR=0.37; FP30Qtras diferencias
observadas en la comparacién de estos dos grupes leodisminucion del antigeno
A2, el incremento del antigeno B18 y el alelo DR&3*en el grupo de pacientes

respecto al de controles, perdian la significaeistadistica al ser corregidas.

3.4.2. Asmaticos extrinsecos alérgicosAdternaria alternata

En este grupo se pudo realizar la tipificacion 8mp&cientes para HLA clase |, y
para clase Il en 55 pacientes con sensibilizaciéxtractos délternaria alternata

Las frecuencias observadas se resumen en las @&Blgs3.4. Las diferencias
encontradas en la comparacién con el grupo cordfldjan en el grupo de alérgicos,
por un lado, un incremento de las frecuencias si@lelos DRB1*01 y DQB1*0501, y
por otro una disminucion del alelo DRB1*13. No alpde, ninguna de estas diferencias

alcanzo significacion estadistica tras la corratcio
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Tabla 3.3. Frecuencias fenotipicas observadas para los anddgdLA de clase | (A, B, C) en
los grupos de pacientes alérgico®laa europaedn=54), Alternaria alternata(n=33) y en el

grupo control (h=150).

Olivo Alternaria  Control Olivo Alternaria  Control
Aelo o)y 0w ) T A ) ) (o)
Al 9 (17) 5 (15) 33 (22) B51 5(9) 3(9) 16 (10)
A2 17 (31) 11 (33) 77 (51) B52 1(2) 0 (0) 9(5)
A3 11 (20) 7 (21) 19 (12) B53 0 (0) 2 (6) 4 (3)
A23 2(4) 3(9) 9 (6) B7 8 (15) 4 (12) 21 (13)
A24 12 (22) 6 (18) 23 (15) B8 5(9) 4 (12) 23 (16)
All 11 (20) 5 (15) 20 (13) B44 16 (30) 12 (36) 52 (35)
A25 2(4) 1(3) 3(1) B45 1(2) 0 (0) 4 (3)
A26 2(4) 2 (6) 10 (7) B13 5(9) 3(9) 6 (4)
A34 0 (0) 0 (0) 0 (0) B14 11 (20) 8 (24) 17 (11)
A28 1(2) 2 (6) 11 (8) B57 4 (7) 1(3) 14 (10)
A29 8 (15) 7 (21) 27 (18) B58 1(2) 0 (0) 3(2)
A30 11 (20) 6 (18) 16 (11) B62 4(7) 3(9) 9 (6)
A31 6 (11) 4 (12) 6 (3) B63 0 (0) 0 (0) 1(1)
A32 3 (6) 1(3) 15 (10) B18 14 (26) 6 (18) 19(14) f
A33 6 (11) 1(3) 7 (5) B38 0 (0) 1(3) 9 (6)
A bl. 7 (13) 5 (15) 24 (16) B39 2(4) 0 (0) 9 (6)
B49 5(9) 5 (15) 9 (6)
B50 2(4) 0 (0) 7 (4)
Cwl 1(2) 3(9) 11 (7) B55 1(2) 1(3) 4 (3)
Cw2 6 (11) 3(9) 10 (5) B56 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw3 4 (7) 1(3) 13 (9) B27 3(6) 2 (6) 4 (3)
Cw4 | 12 (22) 11 (33) 29 (21) B35 7 (13) 5 (15) 22 (15)
Cw5h 11 (20) 7 (21) 25 (19) B37 1(2) 0 (0) 2(1)
Cwo6 8 (15) 3(9) 23 (15) B60 2(4) 0 (0) 3(2)
Ccw7 16 (30) 11 (33) 61 (40) B61 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw8 9 (17) 6 (18) 10 (7) B41 3(6) 1(3) 6 (4)
Chl. | 35(65) 18 (54) 118 (78) B42 0 (0) 0 (0) 1(1)
B47 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B bl. 7 (13) 5 (15) 18 (12)

a, P<0.05, Pc=No significativo

3.4.3. Asmaticos extrinsecos alérgicosPdleum pratense

Este grupo de pacientes alérgico®tdeum pratenseuedo integrado por 36
pacientes tipados en HLA clase | y 90 tipados asecll. Las frecuencias observadas se

muestran en las tablas 3.5 y 3.6.
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La comparacion frente al grupo control mostré wrémento en la frecuencia
del alelo DRB1*03 (P=0.00204) en el grupo de pae®nque al corregirla mantiene su
significacion estadistica (Pc=0.0307; RR=2.06). d&ntraste a lo observado para la
alergia frente a alergenos de olivo, se tratabandediferencia que evidenciaba que el
alelo DRB1*03 predominaba en pacientes sensibitigdtente a Phleum, por eso para
este caso en lugar de calcular la FP, lo que salédue la FE, para tratar de aproximar
si realmente en pacientes con este genotipo sa padilar de una predisposicion a
sufrir sensibilizaciones frente a Phleum. El valerla fraccion etiologica resultd ser
igual a 0.18. Otras diferencias que se observasamoaun incremento en la frecuencia
del antigeno B18, y una disminucion de las frecizsnde los alelos DRB1*11 y
DQB1*0604 en este grupo de pacientes, aunque noteman la significacion
estadistica al ser corregidas.

Tabla 3.4.Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DRBD®B1 en los grupos de pacientes

alérgicos &lea europaedn=118),Alternaria alternata(n=55) y en el grupo control (n=150).

Alelo Olea Altern.  Control Alelo Olea Altern.  Control

DRB1*  (n,%) (n,%) (n,%) DQB1* (n,%) (n,%) (n,%)
01 34 (29) 21(38) 29(19) g 0501 36 (36) 22 (40) 29(19) a
15 26 (22) 6 (11) 35 (23) 0502 1(1) 1(2) 7(5)
16 0 (0) 0 (0) 6 (4) 0503 3(3) 1(2) 5(3)
03 40 (34) 19(35) 31(21) 4 0601 5 (4) 1(2) 4 (3)
04 36 (31) 17 (31) 34 (23) 0602 23 (19) 5(9) 31(21)
11 16 (14) 17 (31) 45(30) K 0603 8 (7) 3(5) 16 (11)
12 1(1) 1(2) 2 (1) 0604 4 (3) 1(2) 13 (9)
13 16 (14) 4 (7) 34 (23) a 0605 0 (0) 0 (0) 1(1)
14 3(3) 1(2) 6 (4) 02 66 (56) 29(53) 79 (53)
07 41 (35) 15 (27) 54 (36) 0301 30 (25) 23 (42) 56 (37)
08 1(1) 0 (0) 5(3) 0302 26 (22) 11 (20) 26 (17)
09 2(2) 1(2) 0 (0) 0303 7 (6) 4 (7) 2(1)
10 2(2) 1(2) 1(1) 0402 0 (0) 0 (0) 2(3)

a, P<0.05, Pc=No significativo
b, Comparacion Olivo vs. Control; P=0.00063, Pc608) FP=0.19

3.4.4. Asmaticos extrinsecos alérgicosSalsola kali

En un total de 37 y 94 pacientes alérgicoSasola kalise analizaron las
frecuencias antigénicas y alélicas de HLA clase Il,yrespectivamente. Estas
frecuencias se muestran en las tablas 3.5y 3.6.
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Una alta disminucion en la frecuencia del alelo DRB (P=0.00162) fue
encontrada en el grupo de pacientes, cuya sigaificaestadistica permanecia después
de corregir por el nimero de alelos (Pc=0.0211; RBRE FP=0.29). También se
observé un descenso de la frecuencia del antigehoyAun incremento de las
frecuencias de los alelos DRB1*01 y DQB1*0501 egrelpo de pacientes, aunque sin

gue alcanzaran significacion estadistica al seegafas.

Tabla 3.5.Frecuencias fenotipicas de los antigenos HLA asecl (A, B, C) en los grupos
de pacientes alérgicos Rhleum pratens€n=36), Salsola kali(n=37) y grupo control
(n=150).

Phleum Salsola Control Phleum Salsola Control
Aelo “mw)y  mow (w0 nw) (nw (%)
Al 8 (22) 5 (14) 33 (22) B51 3(8) 2(5) 16 (10)
A2 12 (33) 11 (30) 77(51) ¢4 B52 0 (0) 1(3) 9 (5)
A3 6 (17) 6 (16) 19 (12) B53 1(3) 0 (0) 4 (3)
A23 3(8) 3(8) 9 (6) B7 3(8) 4((11) 2113
A24 10 (28) 11 (30) 23 (15) B8 5 (14) 3(8) 23 (16
All 3(8) 7 (19) 20 (13) B44 11 (30) 10 (27) 52 (35
A25 3(8) 0 (0) 3(1) B45 2 (6) 2(5) 4 (3)
A26 1(3) 1(3) 10 (7) B13 4 (11) 3(8) 6 (4)
A34 0 (0) 0 (0) 0 (0) B14 3(8) 8 (22) 17 (11
A28 0 (0) 2 (5) 11 (8) B57 3(8) 3(8) 14 (10)
A29 7 (19) 6 (16) 27 (18) B58 0 (0) 1(3) 3(2
A30 6 (17) 8 (22) 16 (11) B62 2 (6) 4 (11) 9 (6)
A31 5 (14) 5 (14) 6 (3) B63 0 (0) 0 (0) 1(1)
A32 0 (0) 2 (5) 15 (10) B18 12 (33) 10 (27) 19 (14
A33 2 (6) 3(8) 7 (5) B38 0 (0) 0 (0) 9 (6)
A bl. 5 (14) 4 (11) 24 (16) B39 1(3) 2 (5) 9 (6)
B49 6 (17) 5 (14) 9 (6)
B50 1(3) 2(5) 7(4)
Cwl 0 (0) 1(3) 11 (7) B55 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw2 2 (6) 4 (11) 10 (5) B56 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw3 3(8) 3(8) 13 (9) B27 1(3) 2(5) 4 (3)
Cw4 8 (22) 10 (27) 29 (21) B35 4 (11) 3(8) 22 (15
Cw5h 10 (28) 7 (19) 25 (19) B37 1(3) 1(3) 2 (1)
Cw6 6 (17) 5 (14) 23 (15) B60 3(8) 2(5) 3(2
Ccw7 12 (33) 11 (30) 61 (40) B61 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw8 4 (11) 5 (14) 10 (7) B41 1(3) 2 (5) 6 (4)
C bl. 23 (64) 24 (65) 118 (78) B42 0 (0) 0 (0) 1(1)
B47 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B bl. 5 (14) 4 (11) 18 (12

a, P<0.05, Pc=No significativo
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Tabla 3.6. Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DRB1D®B1 en los grupos de

pacientes alérgicosRhleum pratensén=90),Salsola kali(n=94) y el grupo control (n=150).

Alelo Phleum Salsola Control Alelo Phleum Salsola Control
DRB1* (n,%) (n, %) (n,%) DQB1* (n,%) (n, %) (n,%)

01 22 (24) 32(34) 29(19) al 0501 24 (27) 34(36) 29(19) fa

15 20 (22) 20 (21) 35(23) 0502 0 (0) 1(1) 7 (5)

16 0 (0) 0 (0) 6 (4) 0503 1(1) 1(1) 5(3)

03 35 (39) 28 (30) 31(21) b| 0601 3 (3) 5(5) 4 (3)

04 29 (32) 26 (28) 34 (23) 0602 18 (20) 17 (18) 31 (21)

11 14 (16) 11 (12) 45(30) a| 0603 9 (10) 10(11) 16 (11)

12 1(1) 1(1) 2 (1) 0604 1(1) 4 (4) 13 (9) 3]

13 17 (19) 20 (21) 34 (23) 0605 0 (0) 0 (0) 1(1)

14 1(1) 1(1) 6 (4) 02 47 (52) 48 (51) 79 (53)

07 22 (24) 26 (28) 54 (36) 0301 31 (34) 23 (24) 56 (37)

08 2(2) 3(3) 5(3) 0302 19 (21) 18 (19) 26 (17)

09 3(3) 2(2) 0 (0) 0303 6 (7) 4 (4) 2 (1)

10 3(3) 2(2) 1(1) 0402 1(1) 2(2) 2 (3)

a, P<0.05, Pc=No significativo
b, Phleum vs. Control; P=0.00204, Pc=0.0307, FE8-0.1
¢, Salsola vs. Control; P=0.00162, Pc=0.0211, EEB3-0

3.4.5. Asmaticos extrinsecos alérgicodermatophagoides pteronyssinus

El tipaje HLA clase | pudo ser estudiado en 37 grateis alérgicos a acaros, y en
85 para HLA clase Il. Las frecuencias resultantesste analisis se muestran en las
tablas 3.7 y 3.8.

Ninguna de las diferencias observadas en la comiparaon los controles
alcanzo significacion estadistica. Tanto la dismiidii de |a frecuencia del antigeno A2,
como el incremento de B18 y B60 en los pacientegjign la significacion estadistica

después de la correccion por el nimero de algladas.
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Tabla 3.7. Frecuencias fenotipicas de los antigenos HLA dsecl (A, B, C) en el grupo de
pacientes alérgicos Bermatophagoidepteronyssinugn=37), Artemisia vulgarign=33) y el

grupo control (h=150).

Dermatop. Artemisia  Control Dermatop. Artemisia Control
Ao T mw ) T A w0 ()
Al 6 (16) 4 (12) 33(22) | B51 3(8) 2 (5) 16 (10)
A2 9 (24) 9 (27) 77 (51) | B52 0 (0) 1 (3) 9 (5)
A3 | 10(27) 10 (30) 19 (12) | B53 1(3) 0 (0) 4 (3)
A23 1(3) 1(3) 9 (6) B7 3(8) 4 (11) 21 (13
A24 8 (22) 8 (24) 23 (15) B8 5 (14) 3 (8) 23 (16
A1l 6 (16) 6 (18) 20 (13) | B44 11 (30) 10 (27)  52(35
A25 1(3) 1(3) 3(1) B45 2 (6) 2 (5) 4 (3)
A26 2 (5) 2 (6) 10 (7) B13 4 (11) 3(8) 6 (4)
A34 0 (0) 0 (0) 0 (0) B14 3(8) 8(22) 17 (11)
A28 2 (5) 2 (6) 11 (8) B57 3 (8) 3(8) 14 (10)
A29 6 (16) 8 (24) 27 (18) | B58 0 (0) 1(3) 3(2)
A30 8 (22) 6 (18) 16 (11) | B62 2 (6) 4 (11) 9 (6)
A31 5 (14) 2 (6) 6 (3) B63 0 (0) 0 (0) 1(1)
A32 2 (5) 6 (18) 15 (10) | B18 12 (33) 10 (27) 1914
A33 3 (8) 3(9) 7 (5) B38 0 (0) 0 (0) 9 (6)
Abl. | 4(11) 4 (12) 24 (16) | B39 1(3) 2 (5) 9 (6)

B49 6 (17) 5 (14) 9 (6)
B50 1(3) 2 (5) 7(4)
cwili| 1(3) 1 (3) 11 (7) B55 0 (0) 0 (0) 4 (3)
cw2| 4(11) 2 (6) 10 (5) B56 0 (0) 0 (0) 4 (3)
Cw3 6 (16) 2 (6) 13 (9) B27 1(3) 2 (5) 4 (3)
Cwd| 8(22) 8 (24) 29 (21) | B35 4 (11) 3(8) 22 (15)
Cws| 9(24) 6 (18) 25 (19) | B37 1(3) 1 (3) 2 (1)
cwé| 2(5) 4 (12) 23 (15) | B60 3(8) 2 (5) 3(2)
Cw7 | 10 (27) 7 (21) 61 (40) | B61 0 (0) 0 (0) 4 (3)
cw8| 3(8) 4 (12) 10 (7) B41 1(3) 2 (5) 6 (4)
Chl.| 26 (70) 15 (45) 118 (78) | B42 0 (0) 0 (0) 1(1)
B47 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B bl. 5 (14) 4(11) 18 (12)

a, P<0.05, Pc=No significativo

3.4.6. Asmaticos extrinsecos alérgicosfatemisia vulgaris

En un total de 33 y 81 muestras procedentes dergasi alérgicos Artemisia
vulgaris se estudiaron los antigenos HLA clase | y I, ee§pamente. Estas
frecuencias se presentan en las tablas 3.7 y 3.8.

Al comparar este grupo de pacientes con el grupmbdgoles se encuentran las

mayores diferencias de todas las comparacionegadas. Asi se observo un fuerte
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incremento de la frecuencia de DRB1*01 y DQB1*08@lpacientes (P= 0.00000401 y

P=0.00000169),

gue conservaba

la significacion déstiea al

ser

corregida

(Pc=0.000052 y Pc=0.000023). Los riegos relativdegciones etioldégicas eran muy
similares para ambos alelos: RR=4.07 y FE=0.37 p&B1*01; RR=4.27 y FE=0.38
para DQB1*0501. Las otras diferencias observadataetomparacion de estos dos
grupos como la disminucion de los alelos DRB1*1RH2*13 y DQB1*0604, asi

como el incremento del alelo DQB1*0303 en el grdpgacientes respecto a controles,

no muestran significacién estadistica al ser caoteeyy

Con el fin de precisar si las diferencias obseagagh el caso de DRB1*01 eran

debidas a algun subtipo de ese grupo se procedgiwadio de alta resolucion por medio
de PCR-SSP del alelo DRB1*01. Este estudio se pealizar en 40 pacientes alérgicos

a Artemisia vulgarisy en 29 controles que portaban dicho alelo. Etalda 3.9 se

recogen los resultados de las frecuencias géneasnibos grupos. Tras proceder a la

comparacion no se encontraron diferencias sigtivies que demostraran

la

prevalencia de la enfermedad en relacién con agbtipo de DRB1*01. No obstante,

si se observd una mayor frecuencia del alelo DRBQA3(n pacientes.

Tabla 3.8. Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DR y -8Qel grupo de pacientes

alérgicos aDermatophagoidegpteronyssinugn=85), Artemisia vulgaris(n=81) y el grupo

control (n=150).

(@)

Alelo Dermat. Artemisia Control Alelo Dermat. Artemisia Control

DRB1*  (n,%) (n,%) (n,%) DOB1* (n,%) (n,%) (n,%)
01 22 (26) 40 (49) 29 (19) 0501 25 (29) 41 (51) 29 (19)
15 18 (21) 16 (20) 35 (23) 0502 2(2) 1(1) 7(5)
16 2(2) 0 (0) 6 (4) 0503 1(1) 0 (0) 5(@3)
03 25 (29) 23 (28) 31(21) 0601 4 (5) 3(4) 4 (3)
04 28 (33) 23 (28) 34 (23) 0602 14 (16) 15 (19) 31 (21)
11 17 (20) 12 (15) 45 (30) 0603 11 (13) 4 (5) 16 (11)
12 0 (0) 0 (0) 2(1) 0604 2(2) 0 (0) 13 (9)
13 14 (16) 9(11) 34 (23) 0605 0 (0) 0 (0) 1(1)
14 1(1) 0 (0) 6 (4) 02 42 (49) 40 (49) 79 (53)
07 24 (28) 23 (28) 54 (36) 0301 27 (32) 21 (26) 56 (37)
08 0 (0) 2(2) 5(3) 0302 16 (19) 16 (20) 26 (17)
09 1(1) 1(1) 0 (0) 0303 5 (6) 7(9) 2(1) F:
10 3(4) 1(1) 1(1) 0402 0 (0) 1(1) 2(3)

a, P<0.05, Pc=No significativo

b, Artemisia vs. Control; P=0.00000401, Pc=0.00Q0¢%2=0.37
¢, Artemisia vs. Control; P=0.00000169, Pc=0.000%%3-0.38
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Tabla 3.9. Estudio de alta resolucion del alelo DRB1*01
en muestras de pacientes alérgicdstamisia vulgarisy

controles.

Pacientes Controles

1 *
Subtipos de DRB1* 01 (2n=80,%) (2n=58,%)

DRB1*0101 21 (26) 16 (27)
DRB1*0102 13 (16) 10 (17)
DRB1*0103 9 (11) 4 (7)
DRB1*0104 0 0

3.4.7. Asmaticos extrinsecos alérgicosParietaria judaica

Debido a que el numero de pacientes donde se adiear el analisis de HLA
clase | no llegé a 30, tan solo se recoge la coacpar realizada para 41 muestras de
pacientes alérgicosRarietaria judaicatipadas en HLA de clase Il, cuya frecuencia se
presenta en la tabla 3.10.

Este grupo de pacientes alérgicos mostraba un dardena frecuencia de los
alelos DRB1*01 y DQB1*0501 en los pacientes (P=08® y P=0.00028,
respectivamente), que permanece con significagtadistica después de la correccion
por el nimero de alelos analizados (Pc=0.0113 y0B@43, respectivamente). Los
valores obtenidos para el RR y la FE fueron: RR&3.6FE=0.33 para DRB1*01, y
RR=3.97 y FE=0.36 para DQB1*0501.

3.4.8. Asmaticos extrinsecos alérgicos a epitelie dato

En este caso las muestras disponibles para analizar clase | tampoco
llegaban a 30, por eso soOlo se compararon las 3stnas de pacientes alérgicos a
epitelio de gato tipificados para HLA de clasecllya frecuencia se muestra en la tabla
3.10. No se encontraron diferencias en la companaie este grupo de alérgicos y el de

controles.
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Tabla 3.1Q Frecuencias genotipicas de los alelos HLA-DR @ -&n el grupo de pacientes
alérgicos @arietaria judaica(n=41), epitelio de gato (n=34) y el grupo con{ret150).

Alelo Parietaria Ep. gato Control p Alelo Parietaria Ep. gato Control

DRB1* (n, %) (n, %) (n,%) DQB1* (n, %) (n, %) (n,%)
01 19 (46) 8(24) 29(19) 0501 20 (49) 9(26) 29(19) b
15 8 (20) 6(18) 35(23) 0502 1(2) 1(3) 7(5)
16 0(0) 1(3) 6 (4) 0503 1(2) 0 (0) 5(3)
03 12 (29) 9(26) 31(21) 0601 1(2) 0 (0) 4 (3)
04 9 (22) 13(38) 34 (23) 0602 8 (20) 7((21) 31(21)
11 12 (29) 9(26) 45 (30) 0603 2(5) 3(9) 16 (11)
12 0(0) 0 (0) 2 (1) 0604 0 (0) 0 (0) 13 (9)
13 4 (10) 5(15) 34(23) 0605 0 (0) 0 (0) 1(1)
14 1(2) 0 (0) 6 (4) 02 21 (51) 15(44) 79 (53)
07 10 (24) 7(21) 54 (36) 0301 14 (34) 14 (41) 56 (37)
08 0 (0) 0 (0) 5(3) 0302 6 (15) 10(29) 26 (17)
09 2(5) 0 (0) 0 (0) 0303 3(7) 2 (6) 2(1)
10 1(2) 1(3) 1(1) 0402 0 (0) 0 (0) 2 (3)

a, Parietaria vs. Control; P=0.00086, Pc=0.01130F83
b, Parietaria vs. Control; P=0.00028, Pc=0.0043;0~B5
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3. 5. Discusioén

En esta parte del trabajo se ha encontrado unégefasociacion entre el asma
alérgico aArtemisia vulgarisy los alelos DRB1*01 y DQB1*0501. Ademas, en nreest
poblacion también se observan otra serie de asooexcestadisticamente significativas
como la asociacion entre la alergiaParietaria judaica con los alelos DRB1*01-
DQB1*0501, el incremento del alelo DRB1*03 en patés con asma alérgica_alium
perenney el efecto protector que puede ser asignaddeld ®BRB1*11 para proteger
frente a la sensibilizacionZalsola kaliy Olea europaeal.o mismo que en la mayoria de
estudios previos todas las asociaciones encontladas con alelos de clase II.

La asociacion observada en nuestro estudio enttdLADR3 y la alergia a
Phleum pratens@odria deberse a un alergeno comun en el polamageineas, ya que
estudios previos habian demostrado que este adt#iee asociado con la respuesta
alérgica alLolium perenngFreidhott y col., 1988). No obstante, hay queehaonstar
gue en dicho estudio se analizaba la respuestgEdedntra los alergenos Lol p 1-3. Las
determinaciones de IgE alergeno especificas ham amdpliamente utilizadas en los
estudios sobre el papel de los alelos HLA en legelg€Young y col., 1994; Tautz y col.,
1994; Cardaba y col., 1993), pero en el presentedies se ha utilizado para el
diagnéstico la prueba cutaneavivo, por ser ésta la que se emplea normalmente en el
diagnéstico clinico y que también se ha empleadotms estudios en relacion con el
sistema HLA (Lara-Marquez y col., 1999; Donfackoy.c2000).

Con respecto a la alergia frente a Pariteria, $8ahdescrito previamente una
asociacion entre la respuestBarietaria officinalisy el alelo DRB1*11 en la poblacion
espafiola e italiana (D'Amato y col., 1996; Ruffflicol., 1999). La especie de Parietaria
empleada en el presente estudio para el diagnéiied®. judaica ya que es la
predominante en nuestro entorno. Ambas especissrmiean una alta homologia y son
intercambiables tanto en el diagndstico como enrfaunoterapia (Corbi y col., 1985).
Sin embargo, en nuestro estudio no se ha podidmstean ninguna asociacion con el
alelo DRB*11. En cambio, se observO un aumento aldrdcuencia de los alelos
DRB1*01 y DQB1*0501 (Pc=0.0113 y Pc=0.0043, respeactente) en los pacientes
sensibles a Parietaria, lo que coincidia con leefaglo en pacientes asmaticos que

mostraban sensibilizaciéon frente a Artemigiaiando se hizo un analisis diferenciando
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los pacientes que eran sensibles a Artenmssiacompartir sensibilizacion frente a
Parietaria, la asociacion con el alelo DRB1*01 éastemisia vulgarispermanecia con
alta significacion. Sin embargo, no ocurria lo nespuando se analizaban los casos
sensibilizados a Parietaria sin que se acompafié@apruebas cutaneas positivas a
Artemisia, ya que en esta situacion no se confianabexistencia de una relacion
significativa entre Parietaria y DRB1*01-DQB1*05@or ahora, dado que el nimero
de casos con sensibilizacién Unica a Parietariseghacido y algunos presentaban doble
sensibilizacion a Parietaria y Artemisia, no esilgesdiscernir si la asociacion
inicialmente observada con DRB1*01-DQB1*0501 es peaccion cruzada con el
polen de Artemisia, que ha sido descrita en algwsiadios (Heiss y col., 1998;
Strumvoll y col., 2003). Seria necesario la ampdiadel estudio a una serie mayor
para la demostracién de que estos alelos tambigsostan a Parietaria.

En el caso de la alergia@lea europaeae ha descrito una asociacion con los
alelos DR3, DR7 y DQ2 en diversas poblacionesyidal la espafiola (Cardaba y col.,
1993 y 1996). De hecho, la frecuencia del alelo DRB aparecia también
incrementada en nuestra serie, pero este aumenilegata a alcanzar significacion
estadistica después de utilizar la correccion defdmni. La Gnica asociacion
significativa conOlea europaeancontrada en nuestro estudio fue el efecto puotec
del alelo DRB1*11 (Pc=0.01). Este mismo alelo taénkse encuentra disminuido en los
pacientes alérgicos Salsola kalj aunque con menor significacion (Pc=0.02). Estos
datos parecen sugerir que pueda existir homolagii@ embos alergenos, aunque los
riesgos relativos y las fracciones preventivas an suy elevados, y dicho alelo
también estaba disminuido en el total de alérgftarsto intrinsecos como extrinsecos)
tal como se reflejaba en el capitulo anterior. ®oo lado, conviene aclarar que buena
parte de los pacientes alérgicos a Olivo lo erarbi@n a Salsola, y que al segregar los
gue solo respondian a uno de los alergenos lasas@ticon DRB1*11 desaparecia. La
explicacion, como en el caso de Parietaria, paskfaque la reduccion del nimero de
casos fuera limitante para ver una relacion conifgigcion estadistica.

No se confirmd ninguna asociacion en otros tipoasiea atdpico, como la alergia
a acaros del polvdDermatophagoides pteronyssinugie se habia asociado previamente
en varios trabajos con los alelos DR3, DR7 y DR3teghan y col., 1996; Lara-Marquez

y col., 1999; Kim y col., 2001), ni a hongosmoAlternaria alternatadescrito asociado
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con DR4 (Marsh y col., 1992; Young y col., 1994)a @pitelios de animales como el
DR1 asociado con respuesta alérgica provocadalpepitelio de gato (Young y col.,
1994). Esta disparidad de resultados puede debatderencias en el disefio de estudio,
como son el origen étnico, el empleo de las pruebténeas para el diagnéstico, o la
seleccion de pacientes monosensibilizados.

Con respecto a los resultados de los pacientegi@ér a Artemisia, las
asociaciones con los alelos DRB1*01 y DQB1*0501rdunelas mas relevantes de las
encontradas en nuestro trabajo (Pc=0.000052 y 8@6023, respectivamente). En un
estudio posterior a nuestros primeros resultadamiqTy col., 1998), donde se
describian los determinantes antigénicos de unmakergeno de lArtemisia vulgaris
(Art v 1), se sugeria que la respuesta a esteegntigodria estar asociada a la presencia
de los alelos DRB1*01 y DRB1*16 (Jahn-Schmid y c2002). Sin embargo, nuestros
resultados no confirman la asociacion con el ddkB1*16 de esa pequefia muestra de
pacientes, ya que no se encontré ningun paciergepqrtara dicho alelo. Los alelos
DRB1*01 y DQB1*0501 se encuentran en desequililie ligamiento en nuestra
poblacién (Muro y col., 2001), lo que explicariaegianto la significacibn como los
valores de RR y FE sean muy similares. El hecho lguasociacion con el alelo
DQB1*0501 tenga una significacion algo mayor seedglun Unico caso de un paciente
que era portador de DRB1*10, el cual también estdesequilibrio de ligamiento con
el DQB1*0501 (Muro y col., 2001). Podria por tardescutirse que el alelo que
predisponga fuese DQB1*0501, y la asociacion corBDR1 fuese secundaria al
desequilibrio de unidén existente entre ambos ale®ia embargo, existen varias
asociaciones descritas entre el alelo DRB1*01 neépuesta a ciertos alergenos, como
el caso de la sensibilizacién a alergenos de ccica(Reriplatea americana y Blatella
germanicd (Donfack y col., 2000) y a las hemoglobinas dedecto Chironomus
thummi(Chi t 1) (Tautz y col., 1994) como parte del lodiplo extendido DRB1*01-
DQB1*0501-DQA1*05. El desequilibrio de ligamientaigtente en estas poblaciones
de distinto origen étnico, y los resultados dedrgerimentosn vitro demostraron que
en estas asociaciones implicaban a los alelos ®&1FIR, en vez del DQB1*0501.

Para profundizar en el estudio de esta asociaciGmestigar si se podia asignar
dicha asociacion al alelo DRB1*01 o al DQB1*050&, recurrié al tipaje de alta

resolucién para determinar la frecuencia de logigod de DRB1*01 (tabla 3.10). Sin
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embargo, no se encontraron diferencias signifiaatikespecto a las observadas en la
poblacién control para ninguno de los alelos. Aunsgjuse observaba un incremento del
alelo DRB1*0103 en los pacientes (11% vs. 7%). Bugde las diferencias de
secuencia entre los alelos de DRB1*01 no seanrdetantes en la asociacién y que
ésta se deba a otro epitopo, 0 que la asociacianuseamente con el alelo
DQB1*0501. Si bien, también es posible, que la ast@n se deba a un efecto
acumulativo de ambos alelos, tal como se ha apomiadtros estudios (Cardaba y col.,
1993). Es de destacar que en el trabajo de Jahmi&gtcol. (2002), de las 12 muestras
tipadas para el HLA-DR de alta resolucion y el HD& de baja resolucion, hay 10 que
son DQ1*05 (83%). El alelo DRB1*1601 se encuentradesequilibrio de ligamiento
con DQB1*0502, dando como resultado que el 50%icead muestras fuesen tipadas
como homocigotas DQB1*05. Aunque ese articulo setrgeen el papel de las
moléculas de DR a la vista de sus resultados emxperimentos de inhibicidn, no es
descartable que las moléculas de DQ tengan un papelrtante en la respuesta al
alergeno Art v 1, especialmente teniendo en cuehtalto nimero de muestras
homocigotas para DQB1*05. En un andlisis realizeolore un tipaje HLA-DQB1* de
baja resolucién en nuestra muestra de pacienteBidanse obtendria significacion
estadistica (52% vs. 27%, P=0.0036, Pc=0.018), wucgn una menor significacion
gue el estudio de alta resolucion, a pesar de ajgerteccion de Bonferroni se realiza
multiplicando por un menor niumero de alelos.

En conclusion, estos resultados sugieren quetehsasHLA, y especialmente las
moléculas de clase Il, parecen jugar un papel aaekevtanto para la predisposicion o
susceptibilidad al asma alérgico en nuestra padlsladen particular en la alergia a
Artemisia vulgaris este papel es mas claro tal como se demuestralap@ita
significacion de la asociacion encontrada en edeare trabajo. Este hecho, y el que sea
la primera vez que se confirmaba una asociacionetaasma alérgico artemisia
vulgaris nos hizo centrarnos en su estudio. Para ello sdideguurificar dos alergenos
mayoritarios del polen dArtemisia vulgarisy realizar diversas determinaciones de
inmunoglobulinas especificas y estudios funcionafewitro dirigidos a valorar la
respuesta de pacientes asmaticos que poseianlelipmPRB1*01-DQB1*0501 y en

aguellos que no lo portaban, tal como se descrla eapitulo siguiente.



CAPITULO 4
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ANALISIS DE LA RESPUESTA A LOS ALERGENOS DE ARTEMISIA
VULGARIS DEPENDIENTE DEL HAPLOTIPO HLA-DRB1*01-
DQB1*0501

4.1. Introduccién

Las estrategias en el estudio del papel de logditois T en el desarrollo de las
enfermedades atOpicas han incluido tanto experimsecdn clones, como con lineas
celulares, o células mononucleares de sangre pegif@liggins y col., 1994; O'Brien y
col., 1994; Katsuki y col., 1996). Y la respuestdular ha sido estudiada en diversos
ensayos contra una larga serie de alergenos, asnmateinas de los acaros del polvo
(Wierenga y col., 1990; Yssel y col.,, 1992), de erem de insectos himendpteros
(Carballido y col., 1992), epitelio de gato (vaneNg col., 1994), y pdélenes de la
familia de las gramineas (Baskar y col., 1992; gteerg y col., 1994), compuestas
(Huang y col., 1991), y betulaceas (Ebner y c@95). Todos estos experimentos han
ayudado a establecer los determinantes antigémdosordiales para la respuesta
inmune, y a clarificar el papel de las moléculasiHin dicha respuesta especifica (van
Neerven y col.,, 1996). El conocimiento de estos anstnos, junto con la
disponibilidad de alergenos recombinantes ha abida posibilidad de una
inmunoterapia mas eficaz por medio de la vacunamdnos péptidos mas antigénicos,
como ha sido el caso de los tratamientos empleax@scientes alérgicos a epitelio de
gato o veneno de abeja (Norman y col., 1996; Texeal., 2000).

En la Region de Murcia los alergenos mas reacseoslos de Olivo (68.4%),
Gramineas (55.1%), Parietaria (51%), Salsola (48.%%temisia (23.5%) y Plantago
(17.9%) (Pagan y col.,, 1996). Las Artemisias (tambtconocidas como "bojas")
pertenecen a la familia de las Asteraceas o Cortggjegue es una de las mayores
familias de plantas con flores, de distribucionvensal y con mas de 25000 especies.
Incluyen plantas que son importantes para el horodmeo alimento (lechuga, girasol,
etc.), ornamentales (crisantemos, dalias, etc.)egicmales (manzanilla, arnica). La
gran mayoria de las Compuestas dispersan su potetadntervencion de insectos, y
s6lo unos pocos géneros dispersan su polen poronudiviento. De entre éstos,
Artemisia y Ambrosia son tan importantes por simais que dan a la familia de las
Compuestas un gran protagonismo en la polinosis.Ab@rosia es una planta
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americana cuyo polen es el mas alergénico en elineote americano, siendo
practicamente inexistente en Europa. La Artemisiaretipo de arbusto, cuyo género
contiene mas de 200 especies repartidas por todaralo, y que ha sido empleada en
la medicina tradicional china como tratamiento cohé malaria desde hace miles de
afos. En Espafa se encuentran 20 especies, ocupiaedsns ambientes, aunque son
mas frecuentes los de lugares secos, degradadusigados (Munuera y col., 2001).
En Europa central su polinizacién ocurre al firalddinio y durante Agosto, pero en las
areas mediterraneas la polinizacion ocurre priftipate en Septiembre y Octubre
(Spieksma y col., 1988). En la Region de Murcieaasa de su caluroso clima, también
existe una importante polinizacion en el invierdegde Septiembre a Febrero), que no
ha sido descrito en otras partes de Europa (Munuetal., 1998). La especie de
Artemisia vulgarises la empleada habitualmente para el diagnostiomjue en Espafia
tan solo existe en la cornisa cantabrica. En laiGRege Murcia se encuentran 8
especies, destacando por su abundancia y extelas®nbarrelieri ("boja entina" o
"tomillo negro"), laA. herbaalba ("boja blanca") y |&. campestri{"boja negra" o
"ajenjo de mar"). Al final del verano florece lapesie A. campestrisque alcanza su
maximo en Septiembre, mientras queherba-albaflorece en Octubre y Noviembre. El
polen de la especi@. barrelieri es el que se encuentra en mayor cantidad, y #orec
durante el invierno, desde Noviembre a principies$-dbrero (Munuera y col., 2001).

Dentro de la fraccién soluble del polen gemisia vulgarishay al menos 9
alergenos (Ipsen y col., 1985). Algunos de ellas $ido purificados y caracterizados
(tabla 4.1), aunque hasta fechas muy recienteg @ €onseguido clonar y secuenciar
completamente dos de sus alergenos (Art v 1y iglgHy col., 2003; Wopfner y col.,
2002). Anteriormente sélo se habian podido secaehas 71 y 39 aas N-terminales,
respectivamente, de los aproximadamente 300 y 49@ae tienen los alergenos Art v
2 y 3 (Nilsen y col., 1990; Diaz-Perales y col.0@0 El bloqueo existente en el
extremo N-terminal del alergeno mayoritario Ag 18 47-60 kDa (anteriormente
identificado como Art v 1) ha impedido su secuenida, por lo que no puede ser
reconocido por eAllergen Nomenclature Sub-Commijtsebien el 70% de los enfermos
alérgicos a Artemisia presentan reactividad IgBreoeste alergeno (De la Hoz y col.,
1990).
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Para estudiar si el comportamiento de los linfece los pacientes alérgicos a
Artemisia vulgarisdependia de la presencia de los alelos DRB1*01-DQ®&)1, se
procedié a la purificacion de dos de los alerganagoritarios presentes en el polen, y
se cuantifico la presencia de inmunoglobulinascaércontra dichos alergenos, ademas
de realizarse una serie de experimeiriostro dirigidos a investigar tanto su influencia

en la respuesta proliferativa, como en la produrcde IgE.

Tabla 4.1. Alergenos deArtemisia vulgarisreconocidos por eRllergen Nomenclature Sub-

Committede lalnternational Union of Immunological Societies

Alergeno Tipo de proteina y tamafio Secuenciacion  Referencia

Artv 1 Defensina, 27-29 kDa Completa Himly y c@002

Artv 2 Glicoproteina con dos subunidadéarcial Nilsen y col., 1991a

(antes Ag 7) | de 20 kDa

Artv 3 Proteina de la familia LTRHigid Parcial Diaz-Perales y col., 2000
transfer proteiny 12 kDa

Artv 4 Proteina de unién a actina, 14 kDa Completa Wopfner y col., 2002

4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Muestras para las determinaciones séricas

Para las diferentes determinaciones de inmunoghasil(lgG, subclases de
lgG, IgE, IgE especifica, IgG e IgE especificadrav 2 y Ag 13) se les extrajo una
muestra de suero durante su primera visita a lautiaznde alergia a un total de 60
pacientes asmaticos con prueba cutanea positiketeanisia vulgaris antes de que

hubieran recibido tratamiento con inmunoterapia.

4.2.2. Cuantificacion de inmunoglobulinas por nefeimetria

Para la determinacion de las inmunoglobulinas Ik, y subclases de IgG

séricas se utiliz6 un nefelometro BN |l (Dade BedyrilLiederbach, Alemania), con
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reactivos de la misma firma comercial. El principie la nefelometria se basa en la
medicion de la luz dispersada al incidir un hazludesobre un fluido que contenga

macromoléculas formando complejos. Este incrementda luz dispersada, que se
produce al formarse los complejos antigeno-antmueen la disolucién, resulta

cuantificable por extrapolacion a una curva deregfeia. Para elaborar las diversas
curvas de referencia el nefelometro realiza auticardente una serie de diluciones de
un estandar constituido por una mezcla liofilizddasueros humanos de concentracién
conocida, posteriormente realiza una incubaciéartarl2 minutos para IgG y 30 para
IgE, con el anticuerpo de conejo especifico deldasecde inmunoglobulina que se

qguiera medir, para después calcular la concentraédlas muestras y controles en la

curva de referencia respectiva.

4.2.3. Cuantificacion de IgE especifica anfirtemisia vulgaris

Para el célculo de la IgE especifica de alergenatitzdé un equipo automatico
(Pharmacia CAP System, Uppsala, Suecia) existemtéa eServicio de Alergia de
nuestro hospital, y todos los reactivos y diluysr@mpleados fueron suministrados por
la misma casa comercial. Este sistema esta disetadm un inmunoensayo
fluorescente donde los alergenos se encuentramarfase sélida consistente en un
polimero hidrofilico y flexible encapsulado llamadtmmunoCAP, en nuestro caso
ImmunoCAP-w6 con alergenos ée vulgaris Sobre esta fase sélida el aparato realiza
de forma automética, una incubacion con el suevbl@ma sin diluir, y tras una serie
de lavados adiciona una anti-IgE conjugadaf&galactosidasa que al incubarse con su
substrato genera una fluorescencia medible y edlabje a una curva de referencia
donde se determinan las unidades alergénicas € puwoblema. El limite inferior de
deteccion de este método es de 0.35 kU/L, siendsiderados como negativos o
RAST clase 0 las muestras con valor inferior a ®38.. Se consideran positivos los
superiores a este valor y se clasifican en cuategorias: RAST clase | de 0.35 a 0.7,
clase Il de 0.7 a 3.5, clase Ill de 3.5 a 17.5agellV superiores a 17.5 kU/L.
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4.2.4. Purificacion de proteinas dértemisia vulgaris

Para la realizacion de los experimenitositro de proliferacién y produccién de
IgE, ademas de para valorar de forma mas concleteved de IgE especifica en el
suero de los pacientes, se procedi6 a la puriboade las dos proteinas antigénicas
mayoritarias: Ag 13 de 47-60 kDa y Art v 2 de 20akPpresentes en el extracto
alergénico deArtemisia vulgaris Esta purificacion se realizd en colaboracion tzon
Dra. Luisa M2 Villar de la unidad de Inmunoquimiel Hospital Ramén y Cajal de
Madrid, dirigida por el Dr. Pedro Gonzalez, siguiena experiencia previa de diversos
autores (De la Hoz y col., 1990; Nilsen y col., QR%¥I procedimiento consistido en una
primera precipitacion de proteinas del extractoapa&oceder a continuacion a una
separacion cromatografica con identificacion deplageinas buscadas en las distintas

fracciones por medio de inmunotransferencia y @a&ion de su tamafiaolecular.

4.2.4.1. Reactivos utilizados en la purificacion poteinas

Antisuero de cabra anti-lgE humaneonjugado con fosfatasa alcalina (Biosource
International, Camarillo, USA).

Geles con gradientde 4-20% de poliacrilamida-SDS (BioRad).

Immobilon-Ptamafio 0.45 micras (Millipore, Bedford, USA).

Membranas de dialisi€Sigma).

Persulfato amonic¢Sigma).

PNPP (p-nitrofenil fosfato) ysubstrate bufferEurodiagnostica, Arntem, Holanda),
utilizado como substrato de la fosfatasa.

Sephadex S-20@mershan Pharmacia Biotech).

Solucion tamponada de fosfa(®BS, BioMérieux, Marci I'Etoile, Francia) como
solucion de lavado

Tampon de bloque@on solucion de lavado-Tween-20-0.05% (Sigma), B%A
(Sigma).

Tampon de cargde la columna de cromatografia, Tris-HCI 50 mMy(&a) pH 8.
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4.2.4.2. Precipitacion de proteinas

El extracto fue amablemente suministrado por Adéer Inmunologia Abelld
(Madrid), conteniendo 70 mg en 7.1 mL de agua ldelsticon una actividad de 2500
unidades bioldgicas/mL. En la precipitacion de @irtds se utilizo el método tradicional
con persulfato amaonico. Para precipitar la protei@manayor tamafio se resuspendio el
extracto en 50 mL de agua destilada, y luego sdi@fipersulfato amaonico
gradualmente, en agitaciéon y a 4°C hasta alcanZt% (2.66 M) de saturacién. Las
proteinas precipitadas se recuperaron tras cegaifan a 27.000xg durante 15 miny a
4° C. Una vez resuspendidas en 50 mL de PBS sead@l exhaustivamente con el
tampodn de carga de la columna de cromatografia @I 50 mM, pH 8).

El sobrenadante de esta primera precipitacionatgé al 90% (3.7 M)on
objeto de precipitar las proteinas de menor taneaiél contenidas, especialmente Art

v 2, siguiendo los mismos pasos que con el primegipitado.

4.2.4.3. Separacion cromatografica

Las muestras resultantes de ambas precipitacionesorf primeramente
congeladas a -30°C vy liofilizadas para reducir @umen de carga. Se realizaron
filtraciones en gel de ambos precipitados en coluna 5x85 c¢cm con gel Sephadex S-
200 (1.5 L) y que habia sido equilibrada con tamg@icarga. La separacion tuvo lugar
a 4°C y a una velocidad de 20 mL/h, recogiéndas=ibnes de 2 mL. Posteriormente

se midio la absorbancia de las fracciones a 26@mpspectrofotometro.

4.2.4.4. Inmunotransferencia

Para detectar las fracciones en que se enconttabaoteinas alergénicas se
realizd una inmunotransferencia con una mezcla wos de pacientes alérgicos
monoespecificos A. vulgaris(con IgE total > 500 UI/mL, e IgE especifica RAS)=
Estos sueros se habian valorado anteriormentel poiseno método, frente al extracto
total y frente a los precipitados o sobrenadarasa ello, se transfirieron|8. de las

fracciones seleccionadas a una membrana de ImmePilque tras secado de la
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muestra se incuba con tampon de bloqueo durantealahtemperatura ambiente y en
agitacion. A continuacion, se realizan cuatro lagade 5 minutos con la solucién de
lavado y se incuba la membrana con la mezcla desa@uidos a 1/20 en tampon de

bloqueo, igualmente durante 1 hora a temperatufzsieste y en agitacion. Tras un

nuevo lavado de las membranas, éstas se incubamncantisuero anti-lgE conjugado

con fosfatasa, diluido a 1/200 en tampon de blogheante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion y se vuelven a lavar cuatoes, empleando solucion salina en
el ultimo lavado. Por ultimo, se realiza una inatiba con el substrato de la enzima
diluido al 1/100 en su correspondiente tampon, sagas 15-20 minutos, cuando se
observa el desarrollo de color se para la reacmdnagua destilada. En la figura 4.1 se
pueden observar las membranas con las fraccionemsedonde se detecta la unién de
la IgE.

4.2.4.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Una vez recuperadas las fracciones donde se detetdtan de la IgE
(correspondientes a las fracciones 40 a 46 deirf@ep precipitacion, y 70 a 76 de la
segunda), se realizd una electroforesis en gel dfiacplamida para determinar la
pureza y el peso molecular de las proteinas preserRara ello, en geles de
poliacrilamida-SDS con gradiente de 4-20%, se deggos 25L de cada muestra y se
procedié a una migracion durante 35 min a 200 eElltado se muestra en la figura
4.2, donde por comparacion con el control de peslecular se estima un tamafio de
47-60 para la proteina Ag 13, y de 20 kDa paravAxt

Posteriormente se determind la concentracion deeipes por el método de

Lowry (Lowry y col., 1951), frente a un estandarséeoalbimina bovina (BSA).

4.2.5. Cuantificacion de inmunoglobulinas por enzimrinmunoanalisis

La cuantificacion de la IgE e IgG séricas espeasficontra las proteinas Ag 13y
Art v 2 se realizo por técnicas de ELISA desardaken nuestro laboratorio. También
se emplearon estas técnicas en la cuantificacida = de sobrenadantes de cultivo,

debido a que dichos niveles no eran detectablesgielometria.
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Figura 4.1. Membranas donde se han transferido las
fracciones para observar el patron de unién con IgE
Se recuperaron las fracciones comprendidas de la 40
a la 46 de la primera precipitacion, y de la 78 @6

para la segunda precipitacion.
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Figura 4.2. Gel de poliacrilamida donde se muestran
las proteinas Art v 2 y Ag 13, calles 2 y 3, de un
tamafo estimado de 20 kDa y 47-60 kDa,
respectivamente, calculados por comparacion con el
control de peso molecular depositado en la calle 1.
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4.2.5.1. Reactivos usados en las técnicas de enmmmoinoanalisis

1,2-phenylendiamingOPD, Merck), utilizado como substrato para desiam color en
las técnicas de ELISA que emplean peroxidasa.

Acido sulfarico(Panreac, Montplet y Esteban SA, Barcelona).

Albumina extraida de suero bovi(fBSA, Sigma).

Anticuerpos y conjugadosSe emplearon un total de 4 anticuerpos anti-
inmunoglobulinas humanas: sueros de cabra con igsgaa anti-lgE y anti-IgG
humanas conjugados con peroxidasa (Tago, Camatil®A), suero de cabra con
especificidad anti-IgE humana conjugado con fostatgigma) y suero de raton con
especificidad anti-lgE humana purificado (Sero€xford, UK).

Placas especialespara técnicas deenzimo-inmunoanalisis (Nunc, Roskilde,
Dinamarca).

PNPP (p-nitrofenil fosfato) y substrate buffer(Eurodiagnéstica), utilizado como
substrato para desarrollar color en las técnicdsLdt8A que emplean fosfatasa.
Solucion tamponada de fosfgeBS).

Tampon bicarbonatoNaHCG 0.1M (Merck) pH 9.6, para diluir los anticuerpadia
inmunoglobulinas durante el proceso de fijacioa placa de ELISA.

Tampon citrato citrato trisédico dihidro 0.1M (Merck) ajustadopéd 5.5 con acido
clorhidrico (Merck), utilizado en la preparacion dabstrato en las técnicas de ELISA
gue emplean peroxidasa.

Tween-2(0Sigma).

4.2.5.2. Cuantificacion de IgE e 1gG anti Ag 13 yrtAr 2

Tras la realizacion de varios experimentos parargehar las concentraciones
Optimas de las proteinas y sueros que permitiamabdma discriminacion y no daban

fondo en la lectura, las condiciones empleadad ensayo fueron las siguientes:

1. Fijacion de las proteinas y bloqueo de las pla¢@s proteinas Ag 13y Art v
2 se diluyeron, respectivamente, al 1/80 y 1/32P&$% (6.25pug/mL y 12.5

ug/mL, respectivamente) en el caso del ensayo Ig&nydiluciones al 1/640 y
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1/2560 en el ensayo 1gG (0.8 y u@/mL, respectivamente). Una vez hecha la
dilucién, las muestras se dispensaron en las placeszon de 10QL por
pocillo, posteriormente, se incubaron a 4°C todaodehe y se lavaron 4 veces
con PBS-Tween-20 al 0.1% en el lavador automafimspués, se afiadieron
200 L de PBS-BSA al 2% a cada pocillo y se procedidia nueva incubacion
de 1 hora en agitacion y a temperatura ambientesgqu® para bloquear la

reaccion. De nuevo se realizaron otros 4 lavado985-Tween-20 al 0.1%.

2. Realizacion del ensaydP?ara construir las curvas patron se prepararon
diluciones seriadas de un suero patron en PBS-B&Akeen-20-0.1%
(tampdn de dilucion), que se utilizo en la purifiden de las proteinas al que se
le asign6 un valor de 1000 UR/mL. A partir de @,rsalizaron una serie de
diluciones para obtener 6 puntos de concentraciooeprendidas entre 1000 y
32 UR/mL y se depositaron 1QQ por pocillo de cada dilucién del estandar y
de los sueros a estudiar, que en el caso de lsaeada de IgE correspondi6 a
diluciones de 1/5 y 1/10 o superiores, cuandosiltado no entraba en la zona
lineal de la curva del estandar, y en el de la #&g@iluciones 1/50 y 1/100, o
superiores. Todas las pruebas se realizaron siepgraluplicado, y en los
pocillos correspondientes al “blanco” sélo de d@pd3BS-BSA-1%. Las placas
se incubaron durante 1 hora en agitacion, y sedavé veces con PBS-Tween-
20-0.1%. A continuacion para el ensayo IgE se a&fiadi100uL por pocillo de
suero de cabra con especificidad anti-IgE humamgugado con peroxidasa
una dilucién de 1/300 en tampon de dilucién. Migatgque en el ensayo IgG la
dilucion fue de 1/500 del suero de cabra con efipigeid anti-lgG conjugado
con peroxidasa. Tras una incubacion de 1 hora éacam a temperatura

ambiente, las placas se volvieron a lavar 4 veoe$8S-Tween-20-0.1%.

3. Desarrollo del color y medidaSe afadieron a cada pocillo 100 pL del
correspondiente substrato preparado extemporanégamesnteniendo 0.5
mg/mL de OPD en un tampon citrato 0.1M con 0.5%Hg®.. Las placas se
incubaron 30 minutos en agitacion hasta que serd#éael color, tras lo cual se
paré la reaccion aplicando 50 pL de acido sulfubbpor pocillo, y la lectura
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se realiz6 a 492 nm en espectrofotometro (Whitt@&d€1, Austria). Al valor
obtenido para cada muestra, se le rest6 el detlardeobservada en los pocillos
"blanco". El aparato de lectura traz6 automaticamema grafica patron en
escala lineal-logaritmica de la que por interpdliadgie las lecturas problema se
obtuvieron las concentraciones correspondientesada anuestra. El limite

inferior de deteccion de este método fue de 30 UR/m

4.2.5.3. Cuantificacion de IgE en sobrenadante dstivo

Las condiciones empleadas en la determinacioniesida la experiencia previa

de nuestro grupo (Sanchez-Guerrero y col. 199&jpfulas siguientes:

1. Fijacion del anticuerpo y blogueo de las plac&s distribuyeron 5QL por
pocillo del anticuerpo de ratén anti-lgE humanauidid a 1/75 en tampon
bicarbonato a pH 9.6. Una vez hecha la dispensdagplacas se incubaron a
4°C en agitador horizontal toda la noche y se tavdrveces con PBS-Tween-
20 al 0.1% en lavador automatico. Después se atadl®OuL de PBS-BSA al
1% a cada pocillo y se incub6 1 hora a 37° C. Devose lavaron 4 veces con
PBS-Tween-20-0.1%.

2. Realizacion del ensaydP?ara construir las curvas patron se prepararon
diluciones seriadas en PBS-BSA-0.5%-Tween-20-0ta¥gén de dilucion) de

un suero humano de concentracion conocida de lgEed&izaron una serie de
diluciones para seis puntos de concentraciones &0 4 150 pg/mL.
Seguidamente, se depositaront&Opor pocillo, de cada dilucion del estandar y
de los sobrenadantes a estudiar sin diluir. Too®glintos se realizaron siempre
por duplicado, manteniendo los pocillos correspemigis al “blanco” sélo con
PBS-BSA-0.5%. Las placas se incubaron toda la nacH€C en el agitador
horizontal, y se lavaron 4 veces con PBS-TweentZ01&b6. A continuacion se
afiadieron 50uL por pocillo de suero de cabra con especificidati-lgE

humana conjugado con fosfatasa alcalina, a unaidliiide 1/300 en tampon de
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dilucion. Tras una incubacion de 1 hora en agitaeidemperatura ambiente, las

placas se volvieron a lavar 4 veces con PBS-Tw@ed-b

3. Desarrollo del color y medidéEl correspondiente substrato, consistente en
una dilucion de PNPP esubstrate buffe(1 mg/mL), fue preparado minutos
antes de ser utilizado y de él se afiadieron 50 |chda pocillo problema vy
control, incubando en agitacion hasta que se da#fgnal color a tiempos 0, 1y
18 horas, en las cuales se tomé una lectura am0&nrel espectrofotometro. A
la lectura obtenida para cada muestra, se le e¢st@lor de la observada en los
pocillos "blanco”. El aparato de lectura traz6 amdticamente una grafica
patron en escala lineal-logaritmica de la que $auleaon las concentraciones
correspondientes a cada muestra problema. El limiégior de deteccion de
este método fue de 100 pg/mL.

4.2.6. Estudiosn vitro de proliferacion y produccion de IgE

En estos experimentos se utilizaron células moreatges de pacientes
seleccionados estimulados con los extractos y ipaealergénicas purificadas en las

condiciones que a continuacion se detallan.

4.2.6.1. Seleccion de pacientes y controles

Para determinar la capacidad proliferativa y ladpccion de IgEn vitro en
respuesta frente a alergenosAdemisia vulgaris se seleccionaron una serie pacientes
con asma atépico y que habian presentado pruetfseas positivas frente a extractos
de A. vulgarisen su primera visita a la consulta de alergianygsie hubieran recibido
tratamiento previo con inmunoterapia.

De estos pacientes se obtuvo sangre periférica phtaner las células
mononucleares usadas en los distintos tipos caltivikambién se obtuvo suero
simultaneo para cuantificar el nivel de inmunoglotas y ADN para la tipificacion de
genes HLA de clase Il. Una vez determinado el geadiLA y teniendo en cuenta el

mismo, se seleccionaron 2 grupos de 5 pacientesntte los que padecian asma
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alérgico aA. Vulgaris un grupo constituido por portadores del alelo HDRB1-
DQB1*0501 y otro por pacientes que en su genonigwaban dicho haplotipo.

Como grupo control se utilizé un total de 10 indlixos voluntarios sanos sin
historia de atopia o0 asma. Todos ellos, presentabaies normales de IgE (<100
Ul/mL) y una respuesta IgE especifica negativa paravulgaris Como para los
pacientes, los controles estuvieron integrados5pimdividuos HLA-DRB1*01-HLA-
DQB1*0501 positivos y 5 negativos para estos alelos

4.2.6.2. Experimentos de cultivos celulares in witr

Todos los pasos seguidos para la realizacion decudtsvos celulares se
realizaron en ambiente estéril trabajando en umaach de flujo laminar de alta
seguridad (Telstar S.A., Terrasa, Espafia). En uimaep etapa se procedido a la
separacion de ceélulas mononucleares tal como badsitrito en el apartado de estudio
de genes HLA de clase |, y las células obtenidasissgon directamente para la
realizacion de cultivos o se conservaron hastasewangeladas en N2 liquido. En este
ultimo caso fue necesario usar metodos de congelagi descongelacion celular,

realizados segun el protocolo descrito a contirtumaci

4.2.6.3. Reactivos empleados en los cultivos cedsda

AcMos para bloqueo en cultivo celulgrara la realizacién de experimentos de bloqueo
de la interaccion de moléculas en los ensayos @#egpacionin vitro, se utilizaron los
siguientes AcMos estériles y sin conservantes:-RRti(L243) y anti-DQ (Leu-10)
(Becton Dickinson, Mountain View, USA). Ambos seicamharon al comienzo del
cultivo a una concentracion final de 5 pg/mL sigdie la experiencia previa de otros
autores (Céardaba y col., 1993; Matsuoka y col.6).99

Albumina extraida de suero bovifBSA, Sigma).

Ampollas de congelacidi@Greiner, Labotechnik, Alemania).

Filtro de jeringa de 0.22urtMillipore).
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Filtro de nitrocelulosa(Skatron instruments, Sufftolk, UK), sobre el geeprecipitaron
las células procedentes de los ensayos de praiid@raelular mediante un precipitador
celular Harvester,Skatron Instruments).

Fitohemaglutinina purificaddPHA-P, Sigma), empleada como control de prold&na
celular.

Liquido de centelle¢Optiscint Hisafe, LKB, Leics, UK), para determina radiacion
mediante un contador.

Medio de congelacignlas células mononucleares se congelaron en urionued
congelacion suplementado con suero AB humano al (Bigtna), a una concentracion
final del 10% de dimetil sulfoxido (DMSO) (Merk).

Medio de cultivp los cultivos se realizaron emrmedio de cultivo completMCC),
compuesto por:. RPMI-1640 (GibcoBRL, Life Technokxji Palsley, UK)
suplementado con un 10% de suero AB humano (Sigmejn suero de ternera fetal
(Gibco) en los cultivos de produccion de inmunoglotas, previamente
descomplementados por calentamiento a 56°C duB@nteinutos, L-Glutamina 2 mM
(Gibco), penicilina 50 Ul/mL y estreptomicina 50/pd. (Flow Laboratories, Irvine,
UK).

Mitogeno PokeweedPWM) (Gibco), empleado en los cultivos de prodaoccide
inmunoglobulinas.

Placa de 96 pocillos con fondo plar{@reiner), para la realizacion de ensayos de
produccion de inmunoglobulin@s vitro.

Placa de 96 pocillos de fondo en(Greiner), utilizadas en realizacién de los ensayo
de proliferacion celulan vitro.

Radionucleidaspara la determinacion de la proliferacion celskutilizé un ensayo de
incorporacioén durante 18 horastiteidina tritiada (°*H), con actividad especifica de 37
MBg/mL (Nuclear Ibérica, ICN Pharmaceuticals, I&jiCA).

4.2.6.4. Congelacion y descongelacion celular
Las células una vez separadas se congelaron pmguénte procedimiento: La

suspension celular se ajusté a la concentracionuada afadiendo MCC y se dejo

enfriar en hielo picado. Una vez fria se afiadida gogota y resbalando por las paredes
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del tubo, un volumen igual del medio de congeladiPMSO al 20% en MCC),
también previamente enfriado a 4°C. Durante lai@dide este ultimo medio, el tubo de
congelacion se agitd suavemente para conseguir demear la mezcla.
Seguidamente, la mezcla se distribuyd, en volumdere8.5 a 2 mL, en ampollas de
congelacion preenfriadas y dispuestas en una Fradihtro de un bafio de hielo picado.
Las ampollas una vez cerradas se mantuvieron 2dshar-80°C en gradillas de
poliestireno, traspasandose al dia siguiente @g@ho liquido.

Para la descongelacién celular, las ampollas saexdel tanque de nitrégeno
liquido, y se sumergen en un bafio a 37°C con a@it@onstante. Antes que el Ultimo
resto de hielo se disuelva, se retiran del bafmneediatamente se transfiere su
contenido a tubos de 12 mL. EI MCC frio se aflada gayota, con agitacién continua,
hasta conseguir una dilucién 1:1 del volumen ihigidespués se completa hasta 10
mL con MCC sin dejar de agitar. Después de ceg@ifua 400xg, se desecha el
sobrenadante y el boton celular se resuspendeal® rmn MCC, lavando 2 veces con

este medio para eliminar los restos del DMSO deliongde congelacion.

4.2.6.5. Ensayos de proliferacion

Para evaluar la respuesta proliferativa frentexédacto y alergenos purificados
de Artemisig se cultivaron células mononucleares procederdgesadgre periférica de
los pacientes y controles seleccionados, sepasmtaBs se ha indicado arriba. Tras la
separacion y lavado para eliminar el medio de separ, las células se resuspendieron
en MCC y tras ajustar de nuevo su concentraciodispensaron en placas microtiter de
96 pocillos con fondo en U a razén de 1Xb@lulas por pocillo contenidas en un
volumen final de 200 pL, en este volumen ya queda&boatenidos los concentraciones
de los estimulos aplicados en cada caso. TodogXpsrimentos se realizaron por
triplicado y la incubacién se llevé a cabo en esfiiferaeus instruments, Alemania) a
37°C y atmésfera humidificada con un 5% de,CO

Las variantes de cultivo fueron las siguientes:
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. Triplicados conteniendo uUnicamente células resuligas en MCC, para
medir la proliferacion basal.

. Pocillos adicionados de PHA a una dilucion 1/50@u¢ImL), como control
positivo de proliferacion.

. Pocillos adicionados de extracto alergénico tow@bracentraciones de 20, 10
y 5 Unidades biologicas/mL.

. Células estimuladas con la proteina Ag 13 a commeiohes de 2, 1y 0.5
pg/mL.
Células estimuladas la proteina Art v 2 a coneeidnes de 10, 5y 2.5
pg/mL.

. Triplicados reproduciendo cada una de las trea@nes anteriores, pero

adicionadas de anticuerpos monoclonales Anti-DRiy-BQ para valorar la

capacidad de bloqueo de los correspondientes andd¢LA y su influencia

sobre la respuesta proliferativa.

En todos los casos las concentraciones Optimasada estimulo aplicado se

habian determinado por experimentos previogura 4.3). Después del 5° dia de

cultivo, se afiadid a todos los pocillos 1 pCi dadina tritiada en 50 uL de MCC y tras

18 horas de incubacion adicional, se recogierorcéhglas de cada pocillo sobre un

filtro de nitrocelulosa, mediante un precipitadetutar. Cada filtro se deposité en un

tubo al que se afiadieron 2 mL de liquido de cattella emisién de radiacidh se

detectd en un contad@r-(Rackbetta, Wallac, Turka, Finlandia) y el resiidtase

expreso en cpm (cuentas por minuto). El indicerdéfgracion se obtuvo a partir de la

siguiente férmula:

(media en cpm con cada estimulo concreto - aneaicpm con el MCC)

media en cpm con el MCC
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Figura 4.3. Muestra representativa de uno de los ensayosdedeaminar las concentraciones
optimas de los estimulos de las respuestas padlifas. Se ensayaron 7 concentraciones para el
extracto total (de 200 a 0.5 UB/mL), para Ag 1310ea 0.12ug/mL), y 6 para Art v 2 (de 10 a
0.25 ug/mL). Como concentraciones de estudio fueron eilrados los puntos de maxima
respuesta en cpm para cada estimulo, y tambiénnmediato superior e inferior. Se
seleccionaron las concentraciones del extracto @0, 10 y 5 UB/mL; del Ag 13: 2, 1y
0.5pg/mL; y del Artv 2: 10, 5y pg/mL.

4.2.6.6. Cultivos de produccion de inmunoglobulinas

Las ceélulas mononucleares resuspendidas en MCCissdbulyeron en un
volumen final de 200 pL a una concentracién de 2x¥lulas por pocillo y por
triplicado en placas microtiter de 96 pocillos ¢ondo plano y se incubaron en estufa a
37°C y atmosfera humidificada al 5% de L£@Qas distintas condiciones de cultivo
empleadas en estos experimentos, siguiendo la ierper previa de otros autores

(Zzhang y col., 1991; Nasert y col., 1996), fueron:
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1. Triplicados con unicamente MCC, para medir la pootin basal de IgE.

2. Triplicados adicionados de PWM a una dilucion 1/1®@todo tradicional
para estimular la sintesis de inmunoglobulinagtro.

3. Paocillos en los que, ademas de PWM a la mismaidilyse adicionaron las
dos proteinas alergénicas a una concentracionugén®. para los antigenos
Ag 13y Artv 2.

Después de 14 dias de cultivo se recogieron 150d¢illos sobrenadantes

respectivos para medir la producciéon de IgE.

4.2.7. Andlisis estadistico

Los valores obtenidos en las mediciones de las moglobulinas y de los
indices de proliferacion de los cultivos se reflegmo mediat error estandar de la
media, la comparacion entre los distintos resutagi realizé por medio del testle

student fijando la significacion estadistica para P<0.05.

4 3. Resultados

4.3.1. Resultados de las inmunoglobulinas séricas

En la tabla 4.2 se reflejan los valores obtenidoslae cuantificacion de
inmunoglobulinas séricas en los dos grupos de pi@sey en el grupo control. La
comparacion general de los resultados de ambosgdepacientes, refleja diferencias
sobre todo para los datos relativos a la IgE edgfecificas contra Ag 13 e IgE anti-
Art v 2 y en menor grado para IgE total entre los drupos de pacientes, pero la
dispersién de valores impide que estas difererattascen significacion estadistica.

De manera detallada se observa que respecto & lmtig, los pacientes HLA-
DRB1*01-DQB1*0501 muestran un valor superior de Igial (438,52+ 107,42
Ul/mL) que los pacientes que no portan estos al@62,68+ 58,85 Ul/mL) y, que a

pesar de la dispersion de datos, si aparece unnémimmle esta inmunoglobulina en los
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pacientes que son positivos para estos alelosuauegp dispersion limite la obtencion
de un resultado estadisticamente significativo. dat®s obtenidos al cuantificar la 19G
total y sus subclases no presentaban diferenagaglcsbastante homogéneos en los dos
grupos de pacientes.

En cuanto a la IgE especifica frente a alergeno#rtlEmisia vulgaris cabe
destacar que los valores obtenidos quedan dentradgo correspondiente al de un
RAST de clase Il (entre 0.7 y 3.5 kU/L), pero elovaobservado es ligeramente
superior en pacientes que no poseen HLA-DRB1*01-D@QB01 (3,27+ 0,56 kU/L
vs. 2,59+ 0,48 kU/L). De los resultados de las pruebas diSEldesarrolladas en
nuestro laboratorio para determinar las IgG e Igpeeificas contra Ag 13 y Art v 2,
cabe destacar que los pacientes HLA-DRB1*01-DQB@i0presentan un nivel de IgG
anti-Ag 13 superior a los del grupo negativo pa® leaplotipo (50112 6466 UR/mL
vs. 38974+ 6868 UR/mL). Igualmente, el valor de la IgE esfiegipara Ag 13 también
es ligeramente superior en pacientes portadorehajdbtipo que en los que no lo
portan (437,44 60,55 UR/mL vs. 386,98 74,87 UR/mL). Por el contrario, el valor de
la IgE anti-Art v 2, resultdé ser superior en loeqo poseian estos alelos (1770193
424,7 UR/mL vs. 1024,38 194,49 UR/mL), lo que parece indicar que la resfaubyE
inducida por este alergeno concreto sea menos diepém del haplotipo cuya
asociacion con Artemisia ha quedado demostradasenteabajo. En contraste a lo
anterior, las cifras alcanzadas por la IgG especifiente a Art v 2 son muy similares
en los dos grupos de pacientes estudiados.

Como era de esperar, al comparar los resultadoggiedb control con los de los
pacientes, si se observaba que todas las deteramaaale IgE, ademas de las de la
subclase IgG4, eran significativamente mas bajadapiobservadas en los pacientes, y
ello con independencia del genotipo HLA portado gaita grupo de pacientes. El valor
de la IgG anti-Ag 13 también era menor en el gropatrol, pero a pesar de la clara
diferencia en los valores medios, los datos no pemndemostrar la existencia de
significacion estadistica. La IgG anti-Art v 2 fpeacticamente idéntica en los dos
grupos de pacientes y ligeramente inferiores adksgrupo control. El resto de
inmunoglobulinas (IgG total y subclases IgG1, 2)ypBsentaban cifras en el grupo

control que fueron muy similares a las observadangbos grupos de pacientes.
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Tabla 4.2. Valores séricos (media EEM) de las distintas inmunoglobulinas cuantifeesen
los dos grupos de pacientes y el grupo control.

Inmunoglobulinas PaC|er(1l'Ele;s3 (I?)RBl*Ol Pauentt(e;r;cz) ;DRBl*O] Cz)nn:trlo(;)es
IgE total (UI/mL) 438,52+ 107,42 292,6& 58,85 60,3@ 16,55
IgE esp. A.vulgaris (KU/L) 2,59+ 0,48 3,2% 0,56 <0,35
IgE anti-Ag 13 (UR/mL) 437,44+ 60,55 386,9@ 74,87 195,5@& 44,97
IgE anti-Art v 2 (UR/mL) 1024,38+ 194,49 1770,93 424,7 221,44 59,89
IgG total (mg/dL) 1088,59+ 38,87 1038,5% 44,02 1047,0& 82,92
IgG1 (mg/dL) 609,08t 36,85 590,72 32,54 684,9@ 56,8
IgG2 (mg/dL) 312,92+ 22,83 321,3% 23,76 285,9@ 36,11
IgG3 (mg/dL) 40,65+ 3,87 38,8% 3,2 42,80 9,75
IgG4 (mg/dL) 57,85+ 8,36 50,04 7,72 28,4@ 30,83
IgG anti-Ag 13 (UR/mL) 50112+ 6466 38974 6868 2975& 29235
IgG anti-Art v 2 (UR/mL) 44736+ 7121 44269 6786 50934 16629

4.3.2. Resultados de los cultivos de proliferaciéon

Tal como se representa en la tabla 4.3 y en ladig.4 (A,C,D), las respuestas
de los pacientes con el genotipo DRB1*01-DQB1*030&ron superiores a los que
tenian otros genotipos para las distintas concsgotras empleadas en todos los
alergenos estudiados. Hay que resaltar que comoiacen las determinaciones de
inmunoglobulinas, la dispersién de los indices d#ifpracion de los cultivos también
fue alta.

Las diferencias observadas en los indices de @siiidn en la respuesta al
antigeno Ag 13, en los dos grupos de pacientesramast significacion estadistica tanto
para estimulos con una concentracion de alergerd agmL (8.84+ 1.86 vs. 3.38
1.17, P=0.04) como para la dead/mL (8.67+ 2.05 vs. 2.7 0.90, P=0.03). Cuando se
redujo la presencia de alérgeno en el cultivo a |@@BnL, aunque se observaron
diferencias fueron menores y no alcanzaron sigrian estadistica (5.681.47 vs. 4.38
+ 1.44). Asi, se puede intuir una influencia dosipahdiente de estas respuestas y que

este efecto podria estar limitado por la concerdnagdel alérgeno en el medio de cultivo,
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ya que la respuesta mas eficiente para poder estahdiferencias entre grupos parecia
corresponder a la concentracion intermedia dg/tnL de Ag 13.

En las respuestas proliferativas frente al exaréatial y al alergeno Art v 2, los
indices de proliferacién también fueron mayorepacientes con el genotipo DRB1*01-
DQB1*0501. En los estimulos con Art v 2 y para ®tes concentraciones empleadas las
diferencias observadas eran mas bajas, sin que re®ntearan diferencias
estadisticamente significativas.

Cuando se emple6 el extracto total como estintalogspuesta en los pacientes
fue parecida a la del alergeno Ag 13, pero en @e las respuestas mas eficientes se
detectaron con las dos concentraciones inferioessitando proximas a la significacion
para el extracto total a 10 UB/mL (8.82.04 vs. 3.4& 1.39, P=0.06) y mas alejadas de
la significacion para una concentracion de 5 UB/(@l04 + 2.01 vs. 3.05t 1.28,
P=0.13). Sin embargo, para la concentracion de BOnU, el indice de proliferacion se
reducia a la mitad, lo que podria indicar que altagcentraciones del extracto conducen
a un bloqueo de la respuesta, quizas porque eotatcrudo tenga otras proteinas que a
altas concentraciones puedan bloquear parcialnentspuesta.

Es interesante sefalar que en todos estos exmeosnelos indices de
estimulacién del grupo control fueron siempre iigiess y no sobrepasaron el valor de 2.

Cuando se realizaron ensayos de inhibicion cotiG@dde AcMo anti-HLA DR y
anti-HLA-DQ monomorficos, se pudo observar que Iaspuestas proliferativas
provocadas por el extracto completo se inhibiaarehos grupos de pacientes (tabla 4.3,
figura 4.4 B, D, F). En pacientes DRB1*01-DQB1*05@1 bloqueo con anti-HLA-DR
alcanzaba un porcentaje de inhibicion del 70%, trasmue esta inhibicion era del 57%
cuando se empleaba anti-HLA-DQ. En los pacientdsgdgo que no portaba este
haplotipo, el efecto debido a la presencia de aetpos era menor, y muy similar para
HLA-DR y HLA-DQ, mostrando un porcentaje de inhibic del 40 y 42%
respectivamente.

El porcentaje de inhibicion en los cultivos con 28)de los pacientes DRB1*01-
DQB1*0501, fue similar con cualquiera de los argios, de modo que supuso un 35%
para anti-HLA-DR y un 36% para anti-HLA-DQ. Sin ean@o, la inhibicion con ambos
anticuerpos no provocO cambios manifiestos en émpuestas proliferativas de los

pacientes que no poseian el genotipo DRB1*01-DQBQ1Q ya que Unicamente se
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detectaron inhibiciones correspondientes a vala@sprendidos del 3 al 6% de

inhibicion.

Respecto a los cultivos estimulados con Art vi2argicuerpo anti-HLA-DR

inhibia la proliferacion en un 32% en pacientes DRB-DQB1*0501, y en un 25% en

el otro grupo. El bloqueo con anti-HLA-DQ produjo grado de inhibicion del 19% en

el grupo de pacientes DRB1*01-DQB1*0501, sin quenlsgervara ningun efecto en el

otro grupo.

Tabla 4.3. Resultados de los cultivos de proliferacion £IIEEM) e inhibicion (%), en los dos

grupos de pacientes y el grupo control en respaelsisialergenos dertemisia vulgaris

Indice de proliferaciéon
Estimulos DRB1*01 Inhibicion No DRB1*01 Inhibicion
(n=5) (%) (n=5) (%)
MCC + anti-DR 0.86+0.12 14% 0.92+0.16 8%
MCC + anti-DQ 0.91+ 0.10 9% 1.15+ 0.13 -
Ag 13 a:
2 pug/mL 8.84+ 1.86 - 3.38+ 1.17 a -
1ug/mL 8.67+ 2.05 - 2.77£0.90 b -
+ anti-DR 5.71+1.03 35% 2.61+2.17 6%
+ anti-DQ 5.64+1.04 36% 2.70+1.08 3%
0.5ug/mL 5.68+ 1.47 - 4.38+1.44 -
Artv 2 a:
10ug/mL 2.59+ 0.80 - 2.37+0.88 -
5ug/mL 3.95+ 0.94 - 2.68+1.11 -
+ anti-DR 2.71+0.76 32% 2.02+1.20 25%
+ anti-DQ 3.20+ 0.97 19% 2.75+1.54 -
2.5ug/mL 3.19+ 1.02 - 2.15+ 0.54 -
Extracto completo a:
20 UB/mL 4.03+ 0.86 - 2.49+ 0.97 -
10 UB/mL 8.80+ 2.04 - 3.40+ 1.39 -
+ anti-DR 2.59+ 0.29 70% 2.03+£1.38 40%
+ anti-DQ 3.78%+ 0.55 57% 1.97+0.75 42%
5 UB/mL 7.04+ 2.01 - 3.05+1.28 -
a, P=0.04

b, P=0.03
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Figura 4.4.indices de proliferacion (A, C, E), e inhibicion, (B, F) de la respuesta proliferativa
a las diferentes concentraciones de alergenossedds grupos de pacientes (pacientes HLA-
DRB1*01-DQB1*0501 en azul, el resto de pacientesr@n). Se representa la proliferacion
frente a cada estimulo (A: Ag 13; C: Art v 2; E:itraxto total) y la comparacion con la
proliferacion observada tras el bloqueo con antfmg anti-HLA-DR y anti-HLA-DQ en las
concentraciones intermedias de cada estimylénl de Ag 13; f/mL de Art v 2; 10 UB/mL
del extracto total). Los indices de proliferacion s cultivos basales adicionando los
anticuerpos monoclonales y sin estimulos alergérsecsituaron entre 0.86 y 1.15.
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4.3.3. Resultados de los cultivos de produccion tge

En los sobrenadantes de cultivo recuperados dl4ge midié la concentracion
de IgE por ELISA, obteniéndose los valores queesegen en la tabla 4.4. Ambos
grupos de pacientes presentaron un comportamieatecido en estos ensayos,
partiendo de una concentracion similar al empleacaimnente MCC (765 pg/mL para
los pacientes que son DRB1*01-DQB1*0501 y 634 pgfmta los que no los portan).
La adicion del mitbgeno PWM al cultivo elevé la gouacion de IgE en ambos grupos
hasta 888 y 958 pg/mL, respectivamente, lo queesemta un aumento del 16% en el
grupo de pacientes HLA-DRB1*01-DQB1*0501, y del 5E el grupo donde estos
alelos estan ausentes.

El aumento es mucho mas acentuado cuando ademd&Ema la proteina Ag
13, llegando practicamente a duplicar los valorasales obtenidos (92-93%). Sin
embargo, cuando se le afiade el alergeno Art viB¢cedmento es Unicamente del 35 al
37% en los dos grupos de pacientes. Los contrimldspendientemente de cual sea su
genotipo HLA, parten de unos niveles ligeramenteriores a los pacientes atopicos en
condiciones basales (535 pg/mL), observandose arenrento muy pequefio en la
produccion de IgE cuando se afiade el mitdgeno PWbk yalergenos dértemisia

vulgaris (el incremento maximo es de un 10% al emplear PWiNbja Art v 2).

Tabla 4.4. Valores medios EEM de la concentracién de IgE en pg/mL en logesmddantes

de cultivo QA: Incremento en % sobre el basal con MCC).

Condiciones de cultivo

MCC PWM A PWM+Agl1l3 A PWM+Artv2 A

Pacientes DRB1*01| 765:77 888130 20% 150374 93% 1017149 37%
(n=15)

Pacientes no 634+141 958233 46% 1327411 92% 861+198 35%
DRB1*01 (n = 5)

Controles (n=10) | 53599 55%152 3% 502£105 - 588+109 10%
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4.4. Discusion

Los estudios posteriores a los trabajos de pucificea de dos alergenos
mayoritarios contenidos en el polen de Artemisgdativos a la presencia en suero de
inmunoglobulinas especificas contra dichos alergemo permitieron establecer
diferencias entre los pacientes que habian resultghéticamente asociados con
Artemisia vulgarisy los que no llevaban el haplotipo asociado. Al compdoar
resultados de ambos grupos de pacientes no enoastrdiferencias significativas, ya
gue las uUnicas diferencias estadisticamente ggtifas se encuentran en la
comparacion de pacientes y controles. En nues#&ssltados observamos un valor
superior de IgE total en los pacientes HLA-DRB1@B1*0501 sobre los que no lo
son (438,52 vs. 292,68 Ul/mL). Es de destacar oustem una serie de articulos que
han descrito una relacién entre el alelo DRB1*Qinymayor nivel de IgE sérica. Asi,
Ulbrecht y col. (1997) describen una débil asodia@ntre el alelo DRB1*01 y valores
de IgE mayores de 200 Ul/mL en un estudio de 18%ptes alérgicos y 266 controles,
sin que encuentren ninguna otra relacion con atigles HLA-DR, ni con una serie de
microsatélites situados en el agrupamiento de gdeestocinas en el cromosoma 5.
Por otra parte, en un estudio realizado en 82 peselérgicos al polen de Gramineas
y 52 controles, también se describe una relacifre eh mismo alelo DRB1*01 con los
mayores niveles de IgE total sérica (Woszcek y, 2002). En el caso de Mansur y col.
(2000), la asociacion se encuentra con el alelo DBRB)1 en pacientes atopicos,
concluyendo que puede existir una relacion entie aslo y la modulacion de la IgE
total sérica. Curiosamente, este trabajo tambiéoriee una asociacién con los alelos
DRB1*0101 y DQB1*05 y la atopia, aunque con una éhon. No podemos concluir
gue nuestros pacientes HLA-DRB1*01-DQB1*0501 tengamos valores
significativamente mayores en niveles de IgE, ya gn nuestra muestra unicamente
determinamos la IgE en los pacientes alérgicostanfisia, y el incremento observado
no es estadisticamente significativo. Pero es [@sjbe estos alelos, o otros genes en
desequilibrio de ligamiento, puedan jugar un pamglortante la modulacion de la IgE
total sérica o el desarrollo de alergia, tal coneoha apuntado en estos estudios
(Ulbrecht y col., 1997; Mansur y col., 2000; Wodzgecol., 2002).
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Con respecto a los valores determinados de Igsiisps frente a los alergenos
de Artemisia, nuestros resultados parecen indicarlgs pacientes HLA-DRB1*01-
DQB1*0501 muestran una sensibilizacién preferemteichel alergeno Ag 13, ya que
tanto los valores de IgE como los de IgG son sapEgien estos pacientes. Por el
contrario, los pacientes que no son HLA-DRB1*01-0A®01 parecen tener una
mayor sensibilizacion hacia Art v 2, ya que el hide IgE practicamente duplica al
observado en el otro grupo de pacientes, aunqdeshdacion de los datos impide que
esta diferencia sea significativa. Ademas, los grdes que no son HLA-DRB1*01-
DQB1*0501 también tienen niveles superiores dedggecifica contra los alergends
vulgaris incluidos en el ImmunoCAP-w6. La cantidad de Ig@i-Art v 2 parece no
tener valor diagnéstico a la vista de nuestroslta$os, ya que los niveles son muy
similares en ambos grupos de pacientes, e infer@rencontrado en los controles no
sensibilizados contra estos alergenos (RAST clage).cLa comparacion de los
resultados de los controles y el conjunto de péeserrefleja que todas las
determinaciones de inmunoglobulinas tipo IgE, aderdé la subclase 1gG4, son
significativamente menores en el grupo controlgye la subclase IgG4 también esta
implicada en la respuesta alérgica (Aalberse y t688).

Hay que tener en cuenta que en la alergia a Asteanse ha descrito una
reactividad cruzada con una importante serie detdégealergénicas, que incluyen
reactividad al polen de la planta del tabaco, asibrapio, zanahoria, abedul, avellana,
etc (Vallier y col., 1988; Bauer y col., 199&aballero y col., 1997; Hirschwehr y col.,
1998; Ortega y col., 1999). Ademas, también sephatado que la proteina Ag 13 (antes
Art v 1) tiene reactividad cruzada con otras ddepade abedul, gramineaBhjeum
pratensé y con losextractos de manzana y apio (Heiss y col., 19963y col., 1998),

y que otro de los alergenos mayoritarios (Art te@hbién esta presente en los extractos
de melocoton (Pastorello y col.,, 2002). Por lo quelas respuestas observadas en
nuestros resultados (tanto de Igs séricas, compralgeracion y produccion de IgE)
podrian verse implicados otros factores, como teibédizacion o reaccion cruzada a
otros alergenos que pudieran presentar nuestranpes

Los resultado de produccion de Igl vitro tampoco reflejaron un
comportamiento distinto en los dos grupos de pé&eserSin embargo, se encontraron

unos valores basales de IgE en sobrenadante deodigeramente superiores para los
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pacientes HLA-DRB1*01-DQB1*0501 sobre el otro grupt6s:77 vs. 634141
pg/mL, respectivamente), del mismo modo que loapueria con la IgE total sérica. El
incremento en la produccién de IgE observado epuesta a PWM es de mayor
importancia en los pacientes que no portan loo®lelLA-DRB1*01-DQB1*0501.
Todos estos resultados basales son muy similales descritos en un trabajo previo
realizado por nuestro grupo, tanto para los pagseatopicos (que pasaban de623
pg/mL con MCC a 804362 pg/mL con PWM), como para los controles (det242 a
593t377 pg/mL) (Sanchez-Guerrero y col., 1997). Al afkxd alergenos encontramos
el mayor incremento en la produccion de IgE, esmente con el alergeno Ag 13. Es
posible que la determinacién de la IgE anti-Agl® aiti-Art v 2 en los sobrenadantes
de cultivo, al igual que cultivos que emplearan4lljunto con anti-CD40 como
estimulos, hubieran sido mas informativos sobrsitdesis de IgE producida en los
pacientes estudiados. Sin embargo, la limitacidpuesta por la disponibilidad de
células y sobrenadantes de cultivo, no ha permitide estos ensayos pudieron
realizarse.

Al analizar la respuesta proliferativa de losduifos de los pacientes con asma
alérgico a Artemisia, se pudo verificar que cuacmique fuese el estimulo, la respuesta
era mayor en pacientes con el haplotipo HLA-DRB1BIRB1*0501 en su genotipo
gue en los que no portaban estos alelos. En naastsaltados, se observa que cuando
se estimulaba tanto con el extracto total comoet@mtigeno Ag 13, se inducia un gran
nivel de respuesta con IP de media mayor de 8. éairslo se pudo demostrar la
existencia de cambios significativos en dos dectagdiciones de cultivo estudiadas.
Asi, en los pacientes asmaticos portadores debtiap/HLA-DRB1*01-DQB1*0501,
el indice de proliferacion frente al alergeno Agal3 y 1ug/mL era significativamente
mayor (P=0.04 y P=0.03, respectivamente) sobrguesno portan estos alelos. Aunque
la proteina Art v 2 es una de las mas alergéni@siendo sido descrita la presencia de
IgE anti-Art v 2 en el 45% de los pacientes aldrgia Artemisia (Nilsen y col., 1990),
los resultados de nuestro trabajo parecen indicar neactividad menor frente al
estimulo con Art v 2 que para el Ag 13 en los dopgs de pacientes.

Que sepamos, soélo existen dos trabajos en la gibfia en los que se analiza la
respuesta proliferativa frente a alergenos de Asiemen concreto frente a Art v 1 (Jahn-
Schmid y col., 2002; Schmid-Grendelmeier y colQ20En el primer trabajo se describe
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gue la respuesta frente al alergeno Art v 1 estdirtida por un Unico epitopo (aas 16-25
de Art v 1), y que esta respuesta en clones Trslearen presencia de un AcMo anti-DR,
sin que aparentemente se vea afectada por ladidnildon anti-DQ o anti-DP. Mientras
gue el trabajo de Schmid-Grendelmeier y col. sdraemm la relevancia clinica de este
alergeno, obteniendo unos indices de proliferacaincélulas mononucleares similares a
los nuestros (entre 3 y 6.5, con concentraciondsalgegeno de 1 y 1Qug/mL),
comprobando ademas que este alergeno es capadutér irespuesta en SPT y en las
pruebas de provocacion nasal.

Aunque varios estudios han demostrado que los mtasieatopicos tienen
mayores respuestas proliferativas contra los al@gea los que son sensibles (Eisenbrey
y cols., 1985; Burastero y cols., 1993), en algunaisajos se ha cuestionado la relacion
entre esta proliferacion y la clinica del paciemtizrmando que estas respuestas tienen
poco valor prondstico (Horneff y cols., 1996; Werizy cols., 1998). De acuerdo con
ellos, los datos obtenidos en nuestro estudio tam@ugieren la existencia de una
correlacion directa entre proliferacion y sintessIgE especifica frente Artemisia, pues
aunque en el conjunto de pacientes HLA-DRB1*01-D€BD1 se producen los
mayores indices de proliferacion, este grupo maestos niveles de IgE especificas anti-
Artemisia similares o incluso menores al resto alggntes.

En los ensayos de inhibicion con anti-HLA-DR vyidhitA-DQ, cuando se
estimuld con el extracto completo, observamos quboa anticuerpos son capaces de
bloquear la respuesta proliferativa de los porteslaole DRB1*01-DQB1*0501, y que la
inhibicion llega a ser del 70% con el anticuerpt-BihA-DR. Mientras que el bloqueo
con ambos anticuerpos solo alcanza el 42% en ebgie los no portadores de estos
alelos. Cuando el estimulo antigénico se realizd tms alergenos purificados el
comportamiento fue distinto. Los dos anticuerpopa@cian tener efecto en la respuesta
al Ag 13 en los pacientes que no portaban el hapl@RB1*01-DQB1*0501, aunque la
inhibicion era del 35% para los pacientes DRB1*@QH21*0501. Sin embargo, esta
inhibicion no pudo ser atribuida especificamenten® de los dos alelos de dicho
haplotipo.

En los estimulos con Art v 2, el efecto de blogeea anti-DR no fue muy
diferente en los dos grupos de pacientes, aungmdilzicion observada fue ligeramente

superior en los pacientes con el haplotipo HLA-DRB1DQB1*0501 que en los que no
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portaban estos alelos (32% vs. 25% de inhibiciBo}.el contrario, el bloqueo con anti-
HLA-DQ era apreciable en el caso de portadores BHIREB1*01-DQB1*0501 (19%) y
no ejercia efecto sobre los no portadores de es#tige. Aungue los cambios detectados
en los porcentajes de inhibicion en este caso fuerocho mas reducidos que para el
alergeno Ag 13, si parece deducirse que la resplresite a Art v 2 es mas dependiente
o especifica de las moléculas HLA-DR.

De estos experimentos podemos concluir que losemas DRB1*01-
DQB1*0501 responden principalmente ante la protafreyoritaria Ag 13, tanto en
respuesta proliferativa como en la produccion d&& igque la respuesta proliferativa se
inhibe tanto por el anticuerpo anti-HLA-DR como palr anti-HLA-DQ, lo que no
permite asignar un papel predominante a ningunandeos genes. Por el contrario, en
los pacientes que no son DRB1*01-DQB1*0501, la wesfa proliferativa fue mas
reducida, y similar frente al Ag 13 y a Art v 2elyefecto de bloqueo aun siendo muy

bajo, era aparentemente mas dependiente de HLARD® esstimulacion con Art v 2.
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Discusion final y conclusiones

En la presente memoria hemos estudiado el papalistema HLA en el asma,
primeramente en un conjunto de pacientes asmaitiasecos y extrinsecos, para
después profundizar el estudio en el asma alérgicaespuesta a diversas fuentes
alergénicas, y particularmente en el asma aléayfrdemisia vulgaris

En la primera parte de nuestro trabajo nos censaero el andlisis de los
pacientes intrinsecos y su comparacion con losnseitos, estudiando la hipotesis de
gue al ser las infecciones respiratorias, espeeraienpor el virus respiratorio sincitial y
el parainfluenza, la causa mas frecuente de exaderies agudas en el asma
intrinseco, estos agentes infecciosos tuvieramalgelacién con las moléculas de HLA
(presumiblemente de clase 1), de una forma simdaila encontrada en otras
enfermedades como la malaria o la lepra (Minayagal.y 1981; Hill y col., 1991). Sin
embargo, las diferencias que encontramos no resulestadisticamente significativas
(Torio y col., 2000). Aunque la serie analizadahaosido excesivamente amplia, y el
namero de estudios realizados por otros gruposrabién reducido, por lo que seria
aconsejable confirmar posteriormente los resultatasizando series mas amplias.

El papel del HLA ha resultado mas evidente en &b ckel asma alérgico, ya que
se ha conseguido describir una serie de asociacestadisticamente significativas con
alelos de HLA de clase Il al considerar la respuestdiferentes alergenos. Estos
resultados han sido especialmente relevantes easel de pacientes asma alérgico a
Artemisia vulgaris donde se ha encontrado una asociacion con |dgs aldLA-
DRB1*01-DQB1*0501 que hasta ahora no habia sidoritas

A la vista de los resultados expuestos en el ptesesbajo, puede ser tentador
especular sobre el papel de los alelos DRB1*01@1LG2 en la respuesta alérgica a
Artemisia vulgarisya que debido a su alta homologia puede questasas diferencias
de secuencia entre estos alelos no lleguen a sermdeantes para diferenciar su
asociacion con un alergeno concreto, mientras istezcia de una menor homologia
con el alelo DRB1*0103, podria permitir asociartm@lgun otro epitopo determinante
para el reconocimientade alergenos de Artemisia. De hecho, DRB1*0101 vy
DRB1*0102 difieren en sélo 2 aas de toda su se¢ag¢atDRB1*0101 tiene un valina
en la posicién 85 y glicina en la 86, mientras eu®RB1*0102 tiene alanina en la
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posicion 85 y valina en la 86), mientras que d#irede todo el resto de alelos, excepto
con DRB1*1001 (Gnico subtipo de DRB1*10 y tambiéndesequilibrio de ligamiento
con DQB1*0501) y con DRB1*1130 (presumiblementexistente en la poblacion
espafiola), en las posiciones 11, 13 y 31 que seeptran en el bolsillo de unién a
péptidos (Donfack y col., 2000). Es posible que & presentes en estas tres
posiciones, individualmente o en conjunto, searerdehantes para la unién y
presentacion de los antigenos de Artemisia, yaetjdd% de los pacientes alérgicos a
Artemisia (36 de 81) presentan al menos uno delkss DRB1*0101, DRB1*0102 o
DRB1*1001.

El alelo DR1 también ha sido asociado con la restpue Fel d 1 (Young y col.,
1996). Curiosamente, cuando se caracterizé el eardigArt v 2, se encontré una
similitud de secuencia entre las posiciones 17€Fa@ d 1 y las 10-15 de Art v 2, sin
gue se detectaran mas homologias con el restoedgenbs descritos hasta la fecha
(Nilsen y col., 1991a). Resultaria sorprendente gs& homologia de secuencias,
pertenecientes a especies tan alejadas filogen#tita, pudiera ser determinante para
gue estos alergenos sean mas facilmente presenpaddas moléculas DR1, cuyo
resultado serian las asociaciones descritas.

Hay una serie de trabajos donde el analisis deda#les asociaciones HLA-
enfermedad se realiza sobre la base de una céasificfuncional de los alelos de DR,
teniendo en cuenta el polimorfismo en los aas I0y 74 de la cadern presentes en
el bolsillo4 (Ou vy col., 1998). Utilizando este tipo de anslge han realizado estudios
en varias enfermedades autoinmunes, y también splltado en pacientes alérgicos,
describiéndose una nueva con la alergiaeamatophagoidegTorres-Galvan y col.,
2000). Segun esta clasificacion, los alelos DRB0101DRB1*0102, DRB1*0401,
DRB1*0404, DRB1*0405, DRB1*1001 y los menos frectesn DRB1*0104,
DRB1*1402, DRB1*0408 y DRB1*1421 pertenecerian aismo grupo funcional
segun los 7 grupos establecidos. Como se ha idlgjateriormente, los pacientes que
portan los alelos DRB1*0101, DRB1*0102 y DRB1*10¢4 constituyen el 44% del
total de alérgicos a Artemisia, mientras que gpolalacion murciana el conjunto de los
10 alelos que constituyen ese grupo funcional seqpam 20% de la poblacién total
(Muro y col., 2001). A pesar de que no se ha radbzel tipaje de alta resolucion de

todos nuestros pacientes y controles, se puede oue al pertenecer a este grupo
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funcional al menos la mitad de los pacientes atégga Artemisia, un analisis realizado
sobre la base de la clasificacion funcional dealetos HLA-DRB1* también detectaria
una asociacion significativa.

Una de las cuestiones que se plantean a la visiasdesultados expuestos en
este trabajo hace referencia al hecho que ésta genera vez que se comprueba una
asociacion entre los alelos HLA y la respuestataniisia. Teniendo en cuenta que las
asociaciones entre el HLA y la alergia se llevatuddando desde hace 30 afios,
sorprende que una asociacion tan fuerte como ladeperita no haya sido encontrada
con anterioridad. Especialmente cuando el alelo D®tequiere un sistema de tipaje
novedoso de alta resolucion, pudiendo ser facilenédetectado por métodos de tipaje
serolégicos o moleculares de baja resolucion. Ademste alelo no se encuentra con
una mayor frecuencia en la poblacion murciana queeleresto de poblaciones de
nuestro entorno (15-25%) (Imanishi y col., 1991poy lo tanto, la frecuencia hallada
en pacientes con asma alérgico no vendria inflagiagbor un aumento de la frecuencia
alélica en el area geografica donde se ha realighdsstudio. Sin embargo, si es
probable que sean determinantes las caracterigficagticas de la zona del estudio
(con una temperatura media anual en la Region @8Q6y que es mayor de 18°C en la
ciudad de Murcia) para que hayamos encontradodeiason con los alelos HLA,
donde se da una polinizacion de las especies dsmisia durante el invierno que no
han sido descrita fuera de esta zona (Munuera. yl@98). Estas caracteristicas propias
provocan una mayor polinosis en la region y comseouencia, una mayor incidencia
en la respuesta al polen de Artemisia. De hechptdaalencia del 23.5% en SPT a la
Artemisia que se encuentra en la Region de Murgianey superior a la descrita en
otras partes de Europa, que varian desde el 4%taeébeen Holanda (Leiden), al 9% en
Francia (Montpellier) y al 16% en el sur de Itgliéapoles) (D'Amato y col., 1989),
siendo del 14% en el conjunto de Espafa (Munueral.y 2001), aunque las especies
de Artemisia se encuentren por toda Europa. Laniakion “fuera de temporada”
también afecta a otras especies, como |&hdenix(Belchi-Hernandez y col., 1998) y
Chenopodiaceae(familia a la que pertenecesalsola kali también llamada
"trotamundos” o "espinardo”, y cuyo polen se uilipara el diagndstico y la
inmunoterapia de todas las especies de esta faniis factores fundamentales para

gue la prevalencia detectada por SPTCtHenopodiaceaflegue a ser del 49.5% en la
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Region de Murcia (Pagan y col., 1996) son tantpolinizacion "fuera de temporada”,
como con la gran cantidad de especies que se dranuem la region, que tienen como
consecuencia que durante todo el afio se detedgoknes en el aire (Munuera y col.,
2001). Esta prevalencia es elevadisima en comparamn las detectadas en otras
zonas de Europa (2% en Montpellier y 3% en Napp#s)que sea considerado como
un polen de interés alergénico en algunos paisep&ns. Como se ha comentado para
la sensibilizacién @rtemisia vulgaris es posible que al existir una mayor exposicion
de la poblacién a los alergenos de las especi€hdropodiaceaese haya aumentado
la probabilidad de desarrollar alergia y ello péamdisponer de datos necesarios para
gue el andlisis estadistico muestre potencia sufieipara detectar tanto la asociacion
predisponente al asma alérgico observadofstemisia vulgariscomo la existencia de
asociacion protectora a la sensibilizacion atsola kalicon el alelo HLA-DRB1*11
descritas en el capitulo 3.

Aunque es conocida la gran reactividad cruzadstesxe entre las distintas
especies de Artemisia, y se acepta que polen elgpkecieA. vulgarises suficiente para
la preparacion de los extractos alergénicos emptead los SPT y la inmunoterapia
(Olsen y col., 1995; Katial y col., 1997), podrier snteresante realizar estudios con
otras especies de Artemisia presentes en zonasetasicEn el caso de Murcia, donde
la especie dominante é&s barrilieri, la utilizacién del polen de esta especie en el
diagnéstico por SPT permitiria discernir cual esmtadencia real de la sensibilizacién a
Artemisia, y también nos permitiria confirmar sialsociacion que aqui hemos descrito
se circunscribe a una o a varias especies y alesgineste género.

Por otra parte, también seria de interés realgad®s de asociaciéon HLA en
pacientes monosensibilizados a Artemisia, ya que@itienen una escasa incidencia,
proporcionarian una informacién donde la reactidauzada de los alergenos no
podria enmascarar los resultados. Ademas, se mdagipuque estos pacientes parecen
tener unas caracteristicas clinicas propias (G&udia y col., 1996; Guerra y col.,
1998). Igualmente, seria interesante dirigir losidies hacia poblaciones de distinto
origen étnico y donde la polinosis a Artemisia edtFamente presente. Estudios en
poblaciones donde fueran distintas las frecuen@des alelos implicados la asociacion
(por ejemplo: una mayor frecuencia de DRB1*10-DQ®EEG1), asi como con distintos

desequilibrios de ligamiento (como DRB1*01-DQB1*@3%0 podrian proporcionar



Capitulo 5 104

informacion muy util para aclarar el papel indivatlde cada alelo, tal como se ha
realizado en la asociacion de los alelos DRB1*@QB1*0201 en la alergia al olivo
(Cardaba y col., 1996).

Como ya se indico en la introduccién del capitylbasta la fecha no se dispone
de las secuencias completas de aas de los dosradsrgon los que hemos realizado los
experimentosin vitro. Por ello, se ha visto limitada la disponibiliddd alergenos
recombinantes, y en consecuencia la realizaciG@xgerimentos dirigidos a identificar
los epitopos responsables de la reactividad de pebéeinas. Este tipo de experimentos
han permitido establecer los determinantes antigénprimordiales de la respuesta
alérgica especifica y han contribuido a aclarapagel de ciertas moléculas HLA de
clase Il implicadas en dicha respuesta especiBeak@ar y col., 1992; Fasler y col.,
1995; Shinbara y col., 1995). Los resultados dénasicexperimentos, junto con la
disponibilidad de alergenos recombinantes han tabiéa posibilidad de una
inmunoterapia mas dirigida, y posiblemente masaefienediante el empleo de una
vacunacion con péptidos o proteinas que se presamael contexto de un HLA
determinado (Mohapatra y col., 1995; Norman y d®96; Texier y col., 2000). En el
caso concreto de la alergia a la Artemisia, la afigplidad de los alergenos
recientemente secuenciados Art v 1 y 4 (Wopfneoly, 002; Himly y col., 2002),
junto a los resultados presentados en esta meifianiéo y col., 2003), hacen posible
gue este tipo de estudios también se puedan neafiza futuro.
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Conclusiones

1. En nuestra poblacion no se ha podido demostrarasoaiacion entre el asma
alérgico o no alérgico con el sistema HLA, ya quecue los resultados muestran
diferencias en las frecuencias fenotipicas, esfasedcias no son estadisticamente
significativas, sin que permitan establecer ninguasociacion con el asma

intrinseco, ni diferenciar entre las dos entidadiescas.

2. En el andlisis de las frecuencias genotipicas dA Eih nuestra serie de pacientes
con asma extrinseco, teniendo en cuenta el alergarticular al que estaban
sensibilizados, si se pudo demostrar la existedeiasociaciones significativas con
varios alelos HLA de clase Il. Como la asociaci@h asma alérgico Rarietaria
judaica con los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DQB1*0501, del raa alérgico a
Lolium perennecon el alelo HLA-DRB1*03, y el efecto protectorl ddelo HLA-

DRB1*11 frente a la sensibilizacionSalsola kaliy Olea europaea

3. La asociacién con mas alta significacion se encaeentre el asma alérgico a
Artemisia vulgarisy los alelos HLA-DRB1*01 y HLA-DQB1*0501, sienda |
primera vez que se comprueba una asociacion dnsistema HLA y la respuesta

alérgica a Artemisia.

4. Los pacientes asmaticos alérgicoAreemisia vulgarisque portan los alelos HLA-
DRB1*01-DQB1*0501 en su genotipo, tienen una magspuesta proliferativian
vitro frente a los alergenos de Artemisia respecto pamsentes que poseen otros
genotipos, respondiendo fundamentalmente frenextahcto alergénico total y de
forma significativamente mayor frente al alergeng A3. Mientras que la
estimulacién con el alergeno Art v 2 produce urspuesta con menores indices de

estimulacién en todos los pacientes.
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5. Los ensayos de bloqueo de la respuesta prolifaragspecifica inducida por
alergenos, muestran que la correspondiente al @sticon Ag 13 es la mas
afectada, tanto si el blogueo se realiza con ani-BR como si se hace con anti-
HLA-DQ. Sin que ello permita asignar un papel prag@mnte a ninguno de ambos
genes. Ademas, este antigeno parece ser tambiéueelinduce una mayor

produccion de Igkn vitro.

6. De todo lo aqui expuesto, se puede concluir questma HLA, y especialmente
las moléculas de clase Il, juegan un papel relevéantito para la predisposicion
como para la susceptibilidad al asma alérgico estna poblacion. En particular en
el asma alérgico Artemisia vulgariseste papel es mas evidente, como demuestra la

alta significacion de la asociacion descrita goresente trabajo.
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