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INTRODUCCITON



El Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune cuya
etiologia incluye factores tales como: componentes genéticos, inmunolégicos, -
hormonales y factores del medio ambiente (medicamentos, radiacion UV, infec
ciones virales) {5,6). EI LEG se caracteriza por su desarrolio en mujeres jo
venes; se observa una relacién 1:9 en favor del sexo femenino (6). La gran
incidencia del Lupus familiar y la concordancia para el LEG en gemelos mono-
cigotos apoya fuertemente la influencia genética (6,7,14,15,35}. La posibie -

asociacién de marcadores genéticos del Complejo Principal de Histocompatibili-

dad (MHC)} ha sido estudiada ampliamente (24,30,54,62). Aunque ha sido de

mostrado también que el an4lisis aislado de! sistema HLA no basta para expli
car la susceptibilidad al LEG, ya que probablemente otros genes unidos a es

te sistema, e incluso genes localizados en otros cromosomas, estén contribu-

yendo a la expresién de la enfermedad (30,63).

Dentro del MHC v en descguilibrio de unién con el sistema HLA, existen --

cuatro genes que codifican para tres proteinas del Sistema del Complemento
(fB, C2 y C&4) (1,11,13,17,19,42,43,47,51,53,57,58,66). Ademds a cinco -~
centimorgans de distancia hacia el centrémero, se encuentra un gen que co

difica para la enzima ecritrocitica GClioxalasa I (Glo ), el cual se encuentra

también en desequilibrio de unién con el MHC (32,66).

El presente estudio analiza si los marcadores del Sistema del complemento -
codificados dentro del MHC, junto con los alotipos de Glo | son herramien-
tas Gtiles en la identificacién de individuos susceptibles de padecer LEG, y

en la definicién de la etiologia de esta enfermedad.



GENERALIDADES



El sistema del complemento consta de 18 proteinas plasmdticas que sirven co-
mo efectores de diversos fenémenos inmunolégicos (50). Estas proteinas —~--
existen normalmente en el plasma en forma inactiva o en un estado regulado
de latencia (54). Cuando el sistema del complemento es activado mediante -
complejos antigeno-anticuerpo, agregados de inmunoglobulinas o superficies
de ciertas bacterias o particulas, participa en una serie de reacciones pro-
teoliticas cjue conducen a cambios en la permeabilidad vascular, atraccién -
de leucocitos, aumento de la fagocitosis y finalmente al dafio de las membra

nas celulares (21,22).

Si el complemento tiene algin papel directo o indirecto en la inmunidad ce-
lular no estd claro, aunque la presencia de receptores en la superficie de
una gran variedad de células para enlazar componentes del complemento, -
sugiere que tiene un pape! en la respuesta inmune, a la vez que es el —--

principa| mecanismo efector de la inmunidad humeral (50).

El complemento es un sistema complejo con dos caminos de activacién, clé-
sico y alterno, y un camino efector comtin, en los cuales una serie de zi-
mégenos proteoliticos son convertidos a proteasas activas que conducen a

la formacién de un complejo litico capaz de lizar células bacterianas y ani-

males (34, 50).

Los componentes del sistema del complemento y algunas de sus propieda-

des fisicoquimicas se enlistan en la tabla 1.

Las homologias funcionales y estructurales entre componentes de los dos -
caminos de activacién, sugiere que ellos pudieran haber evolucionado a --
través de un proceso de duplicacién genética (23,44,52). Las C3 conver-

tasas del camino clasico y alterno son complejos bimoleculares (34).



TABLA 1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS PROTEINAS
DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO (29).

Peso Concentracion
Nombre molecular sérica (mg/ml) Fragmentos
Camino clésico
Ciq 400,000 70
Cir 95,000 35
Cls 85,000 35 ]
C4 180,000 400 Cla, Cub,
Ciuc, Cud.
Cc2 117,000 25 C2a, C2b.
Camino_alterno
Cc3 185,000 1,500 C3a, C3b,
C3c, C3d.
B8 35,000 250
D 25,000 2
P 220,000 25
Camino efector
comun
Cc3 185,000 1,500
C5 200,000 85 Cs5a, C5b.
c6 128,000 75
c7 121,000 55
cs8 153,000 55
c9 80,000 200
Proteinas de Control
Inhibidor de Ci 105, 000 6 180

Proteina que une Ci 1.3 X 10 250

! (inactivador de --
C3b/Cib). 90, 000 50
H (beta IH) 150, 000 400



Las subunidades cataliticas, C2a y Bb, tienen idénticos sustratos y simi-
lares composiciones de aminoécides (44). Ambas derivan de proteinas co-
dificadas por loci que estdn unidos cercanamente dentro del Complejo prin
cipal de Histocompatibilidad (MHC) (1,26,51). Estas proteasas funcionan
solamente cuando estdn form;ando complejos con Cib y C3b, respectivamen
te. Cib y C3b estidn unidos por enlaces covalentes a complejos glucopro-
téicos sobre la membrana celular. Aunque C3 y C4 no estdn genéticamen-
te unidos en el humano, en el ratén C3 se localiza cerca al MHC, la regi6n
en la cual se codifican los genes para C4 (2,29). Dado que los péptidos -
de activacién, C3a y Cb5a, tienen alrededor de un tercio de homologia en -
la estructura primaria, las moléculas paternas parecen haber evolucionado
por duplicacién genética (2,23). La unién cercana entre C6 y C7 puede
ser interpretada similarmente, los genes para ambas proteinas son dupli-
caciones de un precursor comin; alternativamente, una proteina puede -

haber evolucionado de la otra (23,24).

IMPLICACIONES INMUNOBIOLOGICAS DE LA ACTIVACION DEL COMPLE-
MENTO.

Las manifestaciones biolégicas de la activacién del complemento no.estén -
fimitadas a eventos citoliticos. Las proteinas del complemento y fragmen-
tos de estas proteinas participan en la contraccién del masculo liso, libe-
racién de histamina de las células cebadas y plaquetas, aumento de la fa-

gocitosis, quimiotaxis y activacién de linfocitos y macréfagos (Tabla 2} -

(21,22).



TABLA 2.- ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE COMPONENTES DEL SISTEMA

DEL COMPLEMENTO (21).

Componente
c1

C2

Cc3

cy

Cs

Csb, 6, 7
(Complejoj

Actividad Biolégica

Estabilizacién de complejos inmunes.

Vasodilatacién e incremento de la per-
meabilidad wvascular.

C3a.- Anafilotoxina y Quimiotaxis.

C3b.- Adherencia inmune (opsoniza-
cibn). Activacidén de linfocitos.

Cla.- Anafilotoxinas.

Cub.- Neutralizacién viral

Cba.- Anafilotoxina y Quimiotaxis

Quimiotaxis

ESTADOS DE DEFICIENCIA DE COMPONENTES DEL SISTEMA DEL COM

PLEMENTO.

Deficiencias genéticas de componentes individuales del sistema del comple-

mento se han descrito en el hombre para todos los componentes del cami-

no cldsico y el complejo de atague a (a membrana, asi como para el fac--

tor I, Factor H y Properdina (8,13,28,29,33, 45,49,52).



Unicamente para los factores B y D del camino alterno no se conocen esta-

dos de deficiencia (29,33,52).

Los estados de deficiencia del complemento proporcionan la manera més di-
recta de observar el papei del sistema del compiemento "in vivo", enfati_
zando la importancia del complemento en la resistencia a infecciones bacte-

rianas. Estudios in vitro han mostrado que e! compiemento realza la fago-

citosis y la inflamacién (22).

Por otro lado se ha observado una® fuerte asociacién entre deficiencias del
complemento y enfermedades por complejos inmunes (especialmente LEG), -

sindromes semejantes al LEG y Angioedema Hereditario (24,25, 33,55,59,62]).

En la Tabla 3 se describen las enfermedades asociadas con estados de defi

ciencia del complemento (29,33}.

POLIMORFISMO GENETICO DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El término "polimorfismo genético" es usado cuando un focus cromosdmico -
P g

tiene més de un alelo con una frecuencia de mas del uno por ciento en una

poblacién (51). Desde que en 1968 se describié el polimorfismo genético de

C3 (2}, otros polimorfismos han sido establecidos para los factores del com-
plemento Ci1, C2, B, D, C6, C7 y C8 (3,9,10,40,41,42,60).

Subsecuentemente se han llevado a cabo estudios de unién genética. Inte-
resantemente, aquellos componentes gue actGan como convertasas de C3 en
el sistema del complemento, C2, C4 y factor B, se encontraron unidos a -

la regién HLA sobre el cromosoma 6 humano (1,26,57) (Fig., 1}.



TABLA 3.- ENFERMEDADES ASOCIADAS CON DEFICIENCIAS DEL COMPLE-

MENTO (29, 33).

Componente
Clgq
Cir

Cls
C2

Cy
C3
Cs
C6

Cc7

cs

(4:]
Cl INH

Enfermedad asociada

Sindrome semejante al Lupus, Glomerulonefri~
tis, Sépsis Croénica.

Sindrome semejante al Lupus, Glomerulonefri-
tis, Lupus Discoide Crénico.

Lupus Eritematoso Generalizado.

LEG, Lupus Discoide Crénico, D<ziwnatomiosi-
tis, Vasculitis, Parpura de tHenoch-Schdnlein,
Infeccién Bacteriana Recurrente.

LEG.

Infecciones Bacterianas Recurrentes.

LEG, Infecciones Bacterianas Recurrentes.

Infecciones Bacterianas Recurrentes.

Fendémeno de Raynaud con Esclerodactilia, --
LEG.

Infecciones Bacterianas Recurrentes, LEG, -
Xeroderma Pigmentosa,

Ninguna.
Angioedema hereditario.
Infecciones Bacterianas Recurrentes.

infecciones Bacterianas Recurrentes.




FIG. 1.- REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL MHC EN EL HOMBRE (17,19,45).

HLA

0.2 cM 0.7 cM

- 10 -

Glo | HLA-B HLA-C HLA-A
5 cM
/ /L ya
/ 1/ 7/

Centrémero

c2, fB, CsA,CuB
COMPLOTIPO

Mapa genético de la regién MHC en el hombre, sobre el brazo corto del cromoscma 6. Los genes clase

H1 que codifican las proteinas del complemento: C2, factor B (fB), CHA y C4B se encuentran entre —-

los genes clase I: B, C y A, y los genes clase I1: DP, DQ, DR y D. E! gen de la glioxalasa (Glo |)

se localiza entre DP y el centrémero.
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Sistema HLA es el nombre con que se identifica a dos clases diferentes de

moléculas pertenecientes al MHC humano (66}.

Este sistema es una familia multigénica localizada sobre el brazo corte del -
cromosoma 6§ humano que codifica moléculas importante§ en la identificacién
de lo propio y lo no propio {66). Estas moléculas glucoprotéicas son de --
dos tipos. Agquellas codificadas por los genes denominados HLA-A, HLA-B
y HLA-C, llamadas moléculas clase | se expresan sobre todos los tipos de

células nucleadas, excepto en trofoblastos {19,65).

El otro tipo de moléculas, las clase 11, son codificadas por un grupo de ge
nes en la regién D/DR (D, DR, DQ, DP) (45). Las molé&culas clase II, -
limitan su distribucién a los linfocitos B, monocitos, células dendriticas y

linfocitos T activados (19,66).

Ambos tipos de moléculas codificadas por el MHC, juegan un papel critico
en el rechazo de trasplantes de 6rganos y el control genético de la respues

ta inmune (66).

En el hombre existen varios sistemas polimérficos, sin embargo, ninguno -
de ellos puede compararse con el extremo polimorfismo dei MHC y particu-
larmente, del sistema HLA del humano. Los siete loci que se han'deﬁﬁido
claramente hasta el momento para este sistema, presentan de 3 a 49 alelos
condominantes, y el namero de combinaciones alélicas posibles para éstos -

es de varios millones (19,45).

Los siete loci del sistema HLA, se encuentran unidos cercanamente sobre -
el brazo corto del cromosona 6 humano (haplotipos del sistema HLA} (Fig.
1) (19,38). EI orden que presentan estos loci del telémero hacia el cen--

trémero es: HLA-A, C,B,D,DR, DQ y DP (45).



La distancia en centimorgans entre HLA-A y HLA-B, es de aproximadamente
0.9 centimorgans y entre HLA-B y HLA-DR de 1 (19). En otras palabras, -
las recombinaciones entre cromosomas homélogos involucrando los loci HLA-A
y B 6 HLA-B y DR, ocurren con una frecuencia ligeramente menor al 1% de

melosis. Sin embargo, en este sistema se observa un fendmeno particular, -
que consiste en la asociacién genética preferencial entre alelos de varios lo-
ci de el mismo sistema, a lo que se le ha llamado desequilibrio de unién (4,

12).

El elevado polimorfismo y el desequilibrio de unién que muestra este sistema
son herramientas valiosas en estudios antropolégicos y epidemiolégicos asi -

como también en el estudio de la etiologia de las enfermedades (4,61,65,67).

Entre los loci HLA~-B y HLA-DR, se localizan cuatro loci que codifican otra
serie de moléculas del MHC, denominadas moléculas de clase [ll, y que son
realmente las proteinas que funcionan como convertasas de C3 en los cami-
nos de activacién del sistema del complemento, C2 y C4 (CHA y CUB) en la
via cldsica, y fB en la via alterna (53). Estos loci son también muy poli--
moérficos, adn cuando lo son en un segundo grado en comparacién con el -

locus B del sistema HLA (Tabla 4) (5,11,17,58).

POLIMORFISMO DE C2

El polimorfismo de C2 se demostrd mediante electroenfoque combinado con -

un ensayo funcional para la actividad de C2, consistente en una lisis depen
diente de complemento, de un recubrimiento de eritrocitos de carnero sensj
bilizados y suero deficiente en C2 (31,42). Se observaron seis alotipos (di -

ferencias fenotipicas entre los diferentes alelos pertenecientes a un locus)

para esta proteina,



POLIMQRFISMO DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LOS

TABLA 4.-
FACTORES DEL COMPLEMENTO: fB, C2, C4A y C4B (5).
18 c2 cuA cuB
S C QO* QO*
sl B 1 1
= QO* 2 2
FI Al 3 3
Otros** Otros** 4 Otros**
5
6
7
Otros**

- 13 ~

* Alelos nulos.

**  Alotipos

con frecuencias menores a 0.01.
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Dos de estos seis alotipos son observados mas com(nmente, C2-B y C2-C -
(Fig. 2). E! alotipo coman es C2-C, con una frecuencia aproximada del -~

93-94%. Los heterocigotos, C2-BC se observan entre 6 y 7% (8, 42,49).

La frecuencia de homocigotos para C2-B es alrededor de 0.2%. Se ha demos
trado que se hereda como un rasgo autosémico codominante que se encuentra
unido al sistema HLA (26,51). EI alelo comGn C2-C, y la variante rara C2-8B,
tienen niveles similares de actividad hemolitica (42). Se ha obscrvado ademis
un gen nulo o silente (28,49). Aunqgue la deficiencia de C2 es la mds comun

dentro del sistema del complemento es dificil estimar su frecuencia génica. ~-

Sin embarge, los datos indican una frecucncia menor a 0.01 (49,51).

POLIMORFISMO DE FACTOR B (fB)

.Mediante electroféresis de alto voltaje en gel de agarosa, de suero completo,
y subsecuente inmunofijacién con un suero especifico antifactor B (3), 6 un
ensayo funcional hemolitico para factor B (38}, ha sido posible demostrar -
por lo menos unas 20 variantes electroforéticas para esta proteina. Cuatro

productos alélicos comunes han sido identificados; los dos mas frecuentes -

se denominan fB-F y fB-S y las dos variantes menos frecuentes fB-F1 y --
fB-S1 (Fig. 3) (3,40). La capacidad hemolitica observada para estos aloti-

pos es igual para todos cuando se probd mediante una lisis de eritrocitos -

de cuyo, mediada por el camino alterno (38,39).

Esta proteina se hereda en forma autosémica codominante (3). No se ha --

descrito un gen nulo o silente, pero hay un alelo raro que dé niveles nor-

males de factor B inmunoquimicamente, el cual sin embargo es disfuncional

(39).
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FIG. 1.- POLIMORFISMO DEL FACTOR Cz DEL SISTEEMA DEL. COMPLE-
MENTO 42,65).

El fenotipo mas frecuente para C2 son dos variantes electro-

foréticas constituldas por un patrén de tres bandas cada una.
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F1G. 3.~ POLIMORFISMO DEL FACTOR B (fB) DEL SISTEMA DEL
COMPLEMENTO (3,65).

El patrén electroforético para factor B corresponde a cuatro
variantes que presentan tres bandas cada una: una banda -
central gruesa, que define la variante y dos bandas ténues
localizadas (cada una) en la parte superior e inferior de la

banda gruesa.

S: Variante lenta, F: Variante répida, Si: Variante extra -

lenta, F1: Variante extra répida.



POLIMORFISMO DE Ci4

C4 presenta el polimorfismo més complejo observado para una proteina del

sistema del complemento, con un sistema genético ya plenamente definido.

A principios de 1969, fueron observados patrones polimérficas para C4 --
usando electrofdresis prolongada de alto voltaje en gel de agarosa, con --
subsecuente electroféresis cruzada en segunda dimensién e inmunofijacién
con anticuerpo especifico para C4 (60). Se postulé {aunque la genética -
formal no era clara) un modo de herencia dominante, posiblemente gober-
nado por dos loct unidos muy cercanamente en el mismo cromosoma. En -
1978, mediante el uso de un sistema de amortiguador discontinuo, se reve
16 por primera vez un patrén complejo de seis a ocho bandas para C# por
el método de inmunofijacion (41)., Un paso importante fué dado cuando -
se demostré que dos grupos sanguineos comunes -Chido {Ch) y Rodgers
(Rgl)—~, que se sabia estaban unidos al sistema HLA, representaban dos -
determinantes antigénicas de la fraccién Cid de la molécula de Cl sobre
los glébulos rojos (27,43,47,48). Personas Rodgers positivo y Chido ne
gativo, mostraron tener solamente las bandas de migracién répida (F), -
mientras cque los sueros Chido positivo y Rodgers negativo, mostraban -
Gnicamente las bandas de migracion lenta (S); el suero de un individuo
deficiente de C# fué negativo para ambos grupos sanguineos. Estudios
de absorcién, posteriores, en los cuales la actividad de CH era anulada
de! suero mediante un anticuerpo contra C4 humano, mostraron cue es-
ta proteina era capaz de neutralizar anticuerpos dirigidos contra los --
grupos sanguineos Chido y Rodgers (46). Los estudios anteriores apo
yaron concluyentemente ‘al modelo de patrén de herencia de dos loci --

para C4.
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A pesar de que se habla logrado establecer el polimorfismo para C4 en el
modelo de dos loci, se presentaban serios problemas al no lograr identifi-

car facilmente todos los productos alélicos. Awdeh y Alper, introdujeron

un procedimiento de desializacion (eliminacién enzimatica del Acido sidlico}
previo a la electroféresis en gel de agarosa e inmunofijacién (9). Después
de un lratamiento con neuraminidasa, los fenotipos de Ch4 se observan mas

espaciados al ser revelados inmunoquimicamente distinguiendo entre los pro

ductos alélicos de ambos loci. Sin embargo, algunos patrones de bandas -

sobre todo aquellos con los alelos nulos, eran dificiles de definir por lo --
que por ejemplo, para distinguir los fenotipos Ff/SS, FF/SS, y FF/Ss,

(f vy s son alelos nulos). Es imperativo realizar electroféresis en doble dj

mensién, o alternativamente, una evaluacién densitométrica (10). Posterior
mente se han logrado describir siete variantes para las bandas F, actual--
mente denominadas A, y siete variantes para las bandas $, llamados ahora

B. incluyendo alelos nulos o silientes para ambos loci (9,16).

La figura 4 muestra las posiciones electroforéticas de las variantes de C4.

Cada producto genético consiste en tres bandas. Puede notarse que algu-

nas de las variantes de CUB corresponden muy cercanamenie a la posicién

de las variantes de CHA, p.e. B7 y A2,

COMPLOTIPOS

Estudios llevados a cabo en familias informativas, en las cuales existié re

combinacién entre los loci HLA-B y HLA-DR, indican que estos cuatro lo

ci (C2, fB, C#A y CuB), se encuentran més cercanos a la reqgién de ---

D/DR (no hubo ninguna recombinacién entre D/DR y alguno de estos lo-
ci} (53).
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FIG. 4.-. POLIMORFISMO ‘DEL.FACTOR CH4 DEL SISTEMA'DEL COMPLEMENTO (5,65).

B2 83 By B5s B6 B7 Al A7 A2 A3 Al A5 A6
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Al igual que en el sistema HLA los loci para estas proteinas presentan el

fenémeno de desequilibrio de unidén, sin embargo, y a diferencia de lo que
ocurre en e! sistema HLA, no se ha observado ninguna recombinacién en--
tre estos cuatro loci, hereddndose, por lo tanto, codominantemente como -

una sola unidad genética (5,11,17,58). Estas unidades son |lamadas com-

plotipos (haplotipos del sistema del complemento) (5,11). Estudios de ---
biologfa molecular han mostrado que el orden de estos genes, del telémero

hacia el centrémero es C2, fB, C4A y C4B (5,11,17).

Debido al polimorfismo existente entre estos cuatro loci del sistema del --
complemento y su fuerte desequilibrio de unién mostrado, los complotipos
se encuentran en segundo lugar después del sistema HLA-B, como un con

junto de marcadores genéticos extensamente polimérficos (58,66).

NOMENCLATURA

Un comité internacional ha estandarizado la nomenclatura de los alelos y -~

haplotipos para estos genes (52,64).

Los alelos individuales se designan con e! nombre de locus, un asterisco -
y un nGmero o letra, o el simbolo "QO" si es nulo, por ejemplo C2*QO, -
ChA*2, C4B*QO, CuB*1. Los fenotipos de las protelnas se escriben en --

Jetras mayUsculas con un espacio entre el simbolo de locus y su variante,

por ejempio C4A 4, C4B 2 y C4B QO.

Los haplotipos se escriben de la siguiente forma C4A*2, C4B*1/CyA*1, ---

C4B*1, CUA*2 CuB*QO/CHA*2 C4B*1.

Para fines pricticos, cuando nos refiramos a las variantes de éstos o a -
sus haplotipos, prescindieremos de los asteriscos, aclarando en su caso, -

si se trata del fenotipo o del genotipo.



GLIOXALASA 1

La Glioxalaxa | (GLO 1), es una enzima entrocitica cuya funcién es
convertii el glutation y metil glioxal a S-lactoil glutation (32). EI
gen que codifica para esta enzima también se encuentra localizado -
sobre el brazo corto del cromosoma 6 humano, més cerca del centré
mero que el MHC, y a una distancia de aproximadamente 5 centimor
gans de este complejo (4,12). Aunque el locus para GLO | no per-
tenece al MHC, su importancia reside en que es también un locus -
polimérfico con dos alelos denominados 1 y 2 (fig. 5}, heredados -
en forma codominante y en desequilibrio de unién con el sistema -

MHC (32,65).

COMPLOTIPOS -~ HLA - GLO !

Desde que el sistema HLA fué descubierto en 1958 por Dausset (18},
se ha convertido en uno de los sistemas genéticos més fascinantes -
conocidos en el hombre. Contiene genes los cuales controlan una -
variedad de reacciones, y que ademds son muy polimérficos (19,66).
Ademas de pertenecer al complejo principal de histocompatibilidad --
humano y constituir por lo tanto ia mayor barrera a los trasplantes,
una variedad de alelos HLA, estadn asociados con la susceptibilidad -

a varias enfermedades (61,65,67).

Estas asociaciones son por lo tanto, herramientas Utiles para estu--

diar la genética de las enfermedades (61).



- 22 -

FIG. 5.~ POLIMORFISMO DE LA ENZIMA ERITROCITICA GLIOXALASA |
’ (GLO 1)

GLO-} cLe-2

Se han identificado dos variantes electroforéticas de la enzima eritrociti-
ca GLO I; GLO | y GLO 2, mostrando Unicamente una banda cada uno -~

de ellos.
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Como marcadores del Complejo Principal de Histocompatibilidad, los ——
complotipos son de particular importancia debido al fuerte desequili--
brio de unién mostrado con los loci del sistema HLA y a su cercania
con la regién HLA-D/DR (12,53}, Esta regién en el hombre se consj
dera que corresponde al 4rea la, de respuesta inmune que existe en
el ratéon (66). FPor lo tanto, los complotipos particularmente en con-
juncién con HLA-D/DR y HLA-B, pueden ser (tiles en el estudio de
la respuesta inmune humana y también en ei estudio de susceptibili-

dad genética a tas enfermedades.

Aunqgue menos polimérficos que HLA~B, los complotipos son més poli-
moérficos que HLA-D/DR y su tipificacién es relativamente sencilla —-
{5,45), con las ventajas de poder determinar con relativa facilidad -
todas las variantes electroforéticas que ocurran y establecer clara--
mente la existencia de alelos nulos, tanto en el estado homocigoio cc

mo en el heterocigoto (3,u42,65).

ta inclusién en el andlisis del locus polimérfico para GLO 1, como -
un marcador més en Jos estudios del MHC, permite un mejor estudio
de este segmento del cromosoma 6, que involucra a los loci del sis-
tema HLA y los loci del complemento. Este segmento de aproximada
mente 7 centimorgans de longitud se hereda en forma codominante y
practicamente sin recombinacién como una unidad genética (4,5,12}).
El hecho de que el tocus para GL.O | se encuentre tan alejado del -
MHC y que segregue ademds en desquilibrio de unién con &, es -
una gran herrramienta que puede proporcionarnos informacién acer-

ca de lo que pudiera ocurrir en el segmento desconocido entre el -

MHC y GLO .
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COMPLOTIPOS Y ENFERMEDAD

Los estudios de asociacién entre alelos del MHC Y una variedad de enfer-
medades, han establecido que ciertos alelos del sistema HLA y de los com
plotipos ocurren més frecuentemente en pacientes (tienen un riesgo rela-
tivo significativamente positivo) (12,25,36,59,61,65,67). Se considera --
que el riesgo relativo de cada uno de ellos, cuando es positivo, de algu-
na informacién sobre la localizacién cromosémica de los genes de suscepti-
bilidad unidos al MHC postulados para estas enfermedades. Para la mayo
ria de las enfermedades estudiadas, los riesgos relativos son mayores pa-
ra HLA-D/DR, 6 uno o mas de los genes del complemento (61,65,67). Se
ha pensado que los genes con riesgo relativo reducido sean protectores —

(4).

Muchas de las enfermedades que se asociaron inicialmente con el sistema
HLA, se encontraron posteriormente asociadas también con alelos de los
loci pertenecientes a los complotipos, incluso pueden ser subdivididas en

funcién de esta subsecuente asociacidn con los genes del complemento (53).

Algunas enfermedades para las cuales se ha encontrado asociacién con -
alelos de los complotipos son p.e. la Esclerosis Mualtiple (EM) y la Diabe
tes Mellitus Insulino Dependiente (DMID) (36,59). Para la Esclerosis -~
MdGitiple ha sido establecida la asociacién entre dos haplotipos del siste-
ma HLA y esta enfermedad: A3-B7-Dw-2/DR2 y Al-B8-Dw-3/DR3 (59, -

61,67).
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En 1876 se demostré que niveles séricos bajos de CZ en pacientes con

EM estaban ligados con el alelo Dw2 (59}. E} segundo haplotipo en--

contrado en estos pacientes es el més frecuente de los haplotipes cau
céslcos y se caracteriza por su asociacién con varias enfermedades --

autoinmunes. Interesantemente, e! alelo HLA-B8, estd en fuerte dese

quilibrio de unién con alelos nulos para el locus C4-A (4,25).

En la Diabetes Mellitus {nsulino Dependiente (DMID), se ha encontrado
asociacién para un alelo raro del locus del B, el fB-F1., En el VI
Congreso internacional de Histocompatibilidad, efectuado en 1580 en --
los Angeles, se cfeciud ei andlisis de més de 1,200 pacientes tipificados,
comparados con mds de 1,600 controles y se encontrd que 22.5% de los

pacientes con DMID eran portadores de alelo raro pra el fB, el alelo -

fB~-Fl, una frecuencia muy por encima de la frecuencia de los contro-

les (36).

Independientemente se habia descrito en 1979, una incidencia inusual-

mente alta de fB-FI de 22.6% en 106 pacientes blancos americanos de -

fos Estados Unidos con DMID (59). El riesgo relativo para desarroliar

la enfermedad fué de 15 para individuos sanos como portadores del --
otro estudio en 1979, mostréd una marcada asociacién

(5,58,59).

atelo Fl1 del B,
entre el momento de inicio de la DMID y el fenotipo fB-Fl
Esto ocurrié en 19.1% de los pacientes, si en el momento de inicic de

la enfermedad tenian 10 afios o menos. En contraste, si los pacientes

adquirian la enfermedad a los 20 afios de edad 6 ma&s, se notaba una -

incidencia normal del 1.3%.



En la Nefropatfa Membranosa ldiopéatica, el fB-F! se encontrdé también
asociado y ademés en desequilibrio de unién con los alelos del sistema

HLA, HLA-B8, Dw3 (59).

En ta Hiperplasia Adrenal Congénita, enfermedad en la cual existe de-
ficiencia de hidroxitlasa 21, se encontré una fuerte asociaciéon con el -
haplotipo A3, Bwi7, Cw6, DR7, FCO,31-1 (25). Estudios de clona-
ciébn de DNA posteriores, han demostrado que el gen que codifica pa
ra la hidroxilasa 21, se encuentra en desequilibrio de unién con tos

genes de CHBA y CUB y que 1o existencia de alelos nulos para estos -
genes implica asi mismo, la falta de locus genético para la enzima hi-

droxilasa 21 (15).

El desequilibrio de unién existente entre los loci del sistema HLA y -

los complotipos, la cercania de éstos con la regién HLA-D/DR, el gran
polimorfismo que presentan y el hecho de que un gran segmento cromo
sémico mas alld del MHC pueda ser estudiado gracias al desequilibrio -
de unién mostrado con el locus polimérfico de GLO |, justifican la im--
portancia del estudio de los complotipos y GLO | en asociacién con en-

fermedad.

LUPUS ERITEMATOSO GERZRALIZADO (LEG)

El LEG se caracteriza por su desarrollo en mujeres jévenes; se observa
una relacién 1:9 a favor del sexo femenino {59). la mayoria de los ca-
sos se inician entre el segundo y cuartodecenios de la vida; los casos -
raros después de los 40 aflos suelen ser benignos con presentacién ati-

pica.



Es posible que las razas con piel oscura sean més afectadas por la en-
fermedad y parece ser comOn en nuestra poblacién mestiza mexicana --

(35,56).

Se ha reportado frecuentemente la ocurrencia de LEG en més de un --
miembro de una familia nu.clear (6,15,35). De hecho 7-12% de los pa-
cientes con LEG tendré&n un pariente en primero o segunde grado con
la misma enfermedad. Conservando la predileccién femenina del LEG,

la mayoria de las combinaciones que se observan en la agrupacién fa-

miliar son mama-hija y hermana-hermana.

Sin embargo, existen reportes de mamé-hijo, papa-hija y entre herma
nos. La proporcién de hombres con LEG familiar es de aproximada--
mente 10% (35). Por otro lado, la expresién clinica y serolégica del

LEG familiar no difiere del LEG no familiar (6,7,15).

La etiologia del LEG es desconocida, algunos factores importantes —-
que participan en ésta son el genético, un trastorno inmunobiolégico
celular, las hormonas, el medio ambiente (medicamentos, radiacién UV,

infecciones virales (7,20,24,30,55,62,63).

La existencia de anticuerpos anti-&cidos nucléicos y contra los linfo-
citos en parientes sanos que tienen contacto cercano con los casos fn
dice de LEG comparados con los parientes que viven en distintos lu-

gares al enfermo, apoyan la influencia del medio ambiente (20).
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Por otro lado, la alta frecuencia de esta anormalidad serolégica en los
parientes que tienen poco o ningin contacto con los casos indice de -
LEG comparados con sujetos normales de la poblacién general, apoya -

la influencia de factores hereditarios (6,7,15,56).

Ademés un mayor apoyo a la presdisposicién genética lo d& la ocurren-
cia de 57% de concordancia para el LEG en gemelos monocigotos, una -
prevalencia que excede con mucho a los gemelos dicigotos y hermanos

(14).

Inmunolégicamente el LEG se caracteriza por linfopenia a expensas de
linfocitos T, particularmente del tipo supresores, con hiperrespuesta
secundaria de los linfocitos estimuladores. Esta alteracién puede es-
tar presente adn sin manifestaciones clinicas. También existen altera
ciones en la respuesta de linfocitos T a mitégenos (in vitro), y a anti
genos usados en pruebas cutdneas (in vive), por lo que se infiere que
los linfocitos T son funcionalmente anormales. Secundariamente occurre
una exagerada respuesta inmune humoral con desarrollo de autoanti--

cuerpos, incluyendo anticuerpos linfocitotéxicos (20,63).

Estas alteraciones inmunes son influenciadas por la situacién hormonal

y el sexo del paciente. Los estrégenos, especiaimente el hidroxilado -
en el carbono 16, modifican la inmunoregulacién produciendo aumento -
de la actividad T estimuladora y disminucién de la funcién T supresora

{63).
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La posible participacién de estimulos externos que actdan sobre un te—
rreno inmunogenético apropiado en la expresién de LEG, se apoya en la
observacién de sindromes lupoides en individuos que ingieren medica-
mentos del tipé de los anticonvulsivos, la procainamida, la hidralacina
entre otros. Se ha confirmado también que la luz ultra violeta produ
ce cambios en el DNA, que le confiere propiedades inmunégenas, con

lo que se puede desencadenar la enfermedad o exacerbarla (7,63).

Se ha confirmado que los monos al ser alimentados con alfalfa rica en
aminodcido L-canavanina, desarrollan un sindrome tipico del Lupus,

el cual es reversible al retirar el estfmulo (56).

MHC Y LEG

Los antigenos Hi-A-A, B y C, han sido estudiados en miltiples series
de pacientes caucdsicos con LEG sin demostrar asociaciéon (30,63). Va
rios reportes sblo sugieren una débil asociacién con HLA-B8 (30). Pos
teriormente especificidades HLA-D usando cultivo mixto de linfocitos -
y células tipificadoreas homocigotas fucron técnicamente dificiles de -
interpretar, debido a la pobre viabilidad de los linfocitos de pacien--
tes con LEG. Las investigaciones de HLA-DR, han sido més atiles -
en este locus. Se han encontrado frecuencias significativamente in-
crementadas de HLA-DR 2 (57% de pacientes contra 26% de controles)
y HLA-DR 3 (46% contra 22% en sujetos controles), estos resultados

se obtuvieron de 28 pacientes blancos con LEG (54).
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Recientemente otros estudios han confirmade estas asociaciones: 75%
de 24 pacientes blancos con LEG tuvieron DR2 6 DR3. Ademé&s, --
otros antigenos de la regién D reportados con asociacién son DQwl
(75% en pacientes con LEG y 14% en sujetos control), y DRw52 ----

(61% en pacientes con LEG vs. 37% en sujetos control) (63}.

tos estudios efectuados en familias que presentan un solo miembro -
afectado y en las familias con dos o més miembros afectados con LEG,

no han mostrado que los haplotipos del sistema HLA segreguen con -

la enfermedad. Ademéas, el estudio familiar no difirid de! patrén ge-

nético mendeliano normal (Tablia 5). No obstante, HLA-DR2 y tal —-

vez DR3, sin importar el resto del haplotipo, ocurren en exceso en

miembros de familias con LEG (7).

TABLA 5.- HAPLOTIPOS HLA COMPARTIDOS POR 38 HERMANOS
CON LEG (7)

Haplotipos compartidos Dos Uno Ninguno
Observado 8 (21%) 22 (58%) 8 (21%)

Esperados 25% 50% 25%
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Varias deleciones genéticas de componentes del complemento parecen co-

rrelacionar claramente con un sindrome semejante al LEG. Estas inclu--

ven C2 y C4 (62). La deficiencia de C2 es e} defecto hereditario del -

complemento més com@n en el humano ocurriendo en estado heterocigoto
en aproximadamente 1% de fos individuos blancos normales y en forma -

homocigota en uno de 10,000 (28,49)., E! gen nulo de C2 se encuentra

en desequilibrio de uniéq con el haplotipo HLA-A25, B18, DRw2, DR2 -
{8). Es practicamente imposible la determinacién de deficiencias de C2
mediante técnicas inmunoquimicas en pacientes con LEG active en quie-
nes varios componentes del complemento estdn siendo consumidos {52,62).

En pacientes con bajo grado de activacién del! complemento puede oscure-

cer la deteccién de una deficiencia selectiva. Asi, se requieren estudios

familiares para determinar sin lugar a dudas {as deficiencias selectivas -

de los componentes del complemento.

Parece ser que aproximadamente 40% de sujetos deficientes homocigotos
para C2, desarrollardn un sindrome semejante al LEG. En 137 pacien-

tes con LEG 6% fueron heterocigotos deficientes en C2 y un paciente -

fué deficiente homocigoto (28,62).

La deficiencia de C4 es genéticamente més compleja que la deficiencia -
de C2 y el estado homocigoto es més raro {10,47,59). Dado que la ~~
proteina para C4 es codificada por dos genes adyacentes (C4A y C4B),
los homocigotos deficientes para C# son raros, ya gue requieren cua--

tro deleciones genéticas, mientras que un heterocigoto o deficiente par

cial {uno, dos o tres genes nuios para CH#), es relativamente comGn.
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Genes nulos para el locus CH4A, ocurren en 22% de individuos blancos

normales y la delecién para C4B en 28% de ellos (10).

Se ha reportado exceso de uno o més alelos nulos para C4 en pacien-
tes con LEG (24,55,62). Por otro lado, en 17 individuos homocigotos
deficientes para C4 descritos en todo el mundo, 13 tuvieron una en--
fermedad semejante al lupus (62,63). Debido a que deleciones en C3A
y C4B muestran desequilibrio de unién con ciertos alelos adyacentes -
de HLA-DR, inciuyendo DR2 y DR3, se ha sugerido que alelos nulos

para C4, o bien, los complotipos, puedan ser los genes que confieren

2]

primariamente la susceptibilidad a la enfermedad y en forma secund
ria el gen,mids que DR (24). Otros estudios sin embargo, no han mos
trado diferencias significativas en cuanto al nOmero de alelos nulos --
(uno, dos o tres) ni el tipo de alelo (C4A 6 CUB), entre parientes --
con LEG, con anormalidades serolégicas, parientes sanos o esposas, -

no relacionadas (55).

Para el gen que codifica la proteina activadora del camino alterno, fB,
no ha sido demostrada ninguna deficiencia y ningadn alotipo se ha en-

contrado asociado con el LEG (62).

Estos estudios indican que Gnicamente el estudio del sistema HLA no
puede explicar la susceptibilidad al LEG; sin embargo, es probable -
que varios genes unidos al sistema HLA estén matizando la expresién

clinica de esta enfermedad.



Las deficiencias hereditarias de componentes del sistema del comple-
mento, especiaimente C2 y Cu, parecen predisponer a fen6menos --
autoinmunes y a una enfermedad semejante al LEG. No obstante, -
parece ser poco probable que las deficiencias del complemento por -

si solas participen en la etiologia de la mayoria de casos de LEG.

Los efectos del sexo, edad e influencias hormonales son claramente
importantes (Tabla 6 y 7) y factores genéticos adicionales contribu-

yen a la expresién final de la enfermedad.

Dado que se han observado asociaciones de ciertos antigenos HLA-
DR con LEG y teniendo en cuenta el desequilibrio de unién de estos
genas con los complotipes, el estudio de ellos en familias con miem-
bros afectados con LEG, puede dar informacién adicional de gran -
importancia en cuanto a su patogéneéis y su forma de herencia. Por
otro lado, pueden examinarse las contribuciones relativas de los --
alelos del complemento a la expresidon de |la enfermedad de tales fa-
milias. La inclusién del locus polimérfico de Glo | permitird un me-
jor anélisis de este segmento cromosémico, dado el desequilibrio de

unién que presenta con la regién del complotipo.

Ademéas, si las familias son suficientemente grandes puede lievarse
a cabo el estudio genético formal, incluyendo estudios de unién que

pueden definir mejor las bases de la herencia.
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TABLA 6.~ EFECTO DEL SEXO SOBRE LA EXPRESION DE AUTOINMU-
NIDAD EN 11 FAMILIAS (6,7]).

Estado de los parientes Mujeres Hombres

LEG 17 (81%) 4

Otros desérdenes inmunes 17 {77%) 5

Parientes con autoanticuerpos 25 {76%) 8

Parientes sanos 53 (47%) 59

Total 112 {60%) 76 (40%)
TABLA 7.~ EFECTO DEL INCREMENTO DE EDAD SOBRE LA EXPRESION

DE FENOMENOS AUTOINMUNES EN 11 FAMILIAS (6,7).

Individuos con

Grupos de edad
Anormalidades inmunes I ndividuos sanos
14 afios (n 14) 3 (21%) 11 (79%)
59 (41%) 85 (59%)

15 a 54 afos (n 44)

55 afos (n 30) 16 (53%) 14 (47%)
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El presente trabajo llevado a cabo en familias con por lo menos un miembro
afectado con LEG, pretende analizar si estos marcadores son herramientas -
atiles en el estudio genético de la enfermedad y en la identificacién de mar

cadores genéticos que puedan diferenciar individuos sanos de enfermos,

sirviendo asi como indicadores de riesgo de padecer la enfermedad.

El conocimiento de la susceptibilidad genética a la enfermedad y la identifi
cacién de los marcadores de riesgo, podria eventualmente detectar sujetos
susceptibles y tratarlos racionalmente a tiempo, sobre todo inicialmente -~
cuando algunas manifestaciones clinicas al parecer intrascendentes, pudie

ran corresponder a etapas preclinicas por naturaleza no filoridas y no es

perar nasia que e pac

E
13
v

un estadio en que las secuelas sean irrevers

Por lo anterior los objetivos planteados para el presente estudio son los -

siguientes:

a) Establecer la importancia del estudio de los alotipos de las proteinas
del Sistema del Complemento fB, C2 y C4 (haplotipos del complemen-
to) y de la enzima eritrocitica Glioxalasa | (Glo I) en la etiologia del

Lupus Eritematoso Generalizado (LEG).

b} Analizar si existe predisposicién genética para padecer LEG, determi
nada por la forma de herencia de los haplotipos del complemento ---

(complotipos) y Glo |, entre los casos indice y sus hermanos.
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c) lIdentificar marcadores genéticos del MHC (no HLA) que ayuden a ca-

racterizar individuos con alto riesgo de padecer LEG.
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El presente estudio se realizé en 229 individuos de ambos sexos, 93 hom-
bres (#1%) y 136 mujeres (59%), pertenecientes a la primera generacién de
50 familias no emparentadas entre s, que presentan por lo menos un miem
bro enfermo con LEG. 7 familias tienen més de un individuo afectado con

la enfermedad y las 43 familias restantes sélo un paciente.

En todos los individuos se tipificaron las variables fenotipicas (alotipos) -~
de las proteinas de! complemento. fB, C2, CBA y CuB (complotipos), y de

la enzima eritrocitica Glioxala | (Glo !}.

Con el objeto de conocer si existe predisposicién genética del LEG fami--
liar, se analiza la forma en que son compartidos los complotipos junto con
los alotipos de! gen Glo 1, entre los casos indice y sus hermanos sanos
y enfermos. Los completipos de los padres de cada familia se incluyen -

en el estudio, para la construccién del arbol genealdgico.

De acuerdo a las leyes Mendelianas de la herencia, si los haplotipos {com
plotipos més el gen de Glo 1) se han segregado en forma aleatoria, sin -
preferencias, la probabilidad de que alglin hermano comparta con el caso
fndice un haplotipo {1), ambos haplotipos (2), o ninguno de elios (0), -

serd 50%, 25% y 25% respectivamente.

No es posible establecer si esto se cumple o no para cada unad de las -
familias, debido a que los pocos miembros no darfan resultados significa
tivos. Por ello el andlisis se hizo en un grupo constituido por todos --
los individuos de las cincuenta familias: 50 casos indice y 179 hermanos

(86 mujeres y 93 hombres).



Ademés, en las familias con m&s de un enfermo se analiza también si existe
alguna relacién entre los haplotipos compartidos entre el caso indice y sus

hermanos afectados con la misma enfermedad.

Por otro lado, para identificar los marcadores de riesgo para el LEG, el -
grupo se subdividié en mujeres enfermas, mujeres sanas y hombres y se -
analizaron las frecuencias fenotipicas de haplotipos, complotipos y alotipos
de los marcadores estudiados, bajo la hipétesis nula de que no existe dife
rencia significativa entre cada subgrupo. Ademds, debido a que estos --
marcadores se heredan en forma codominante se evallia la situacién de que

algunos pares de haplotipos pudieran estar asociados con el LEG.

El andlisis estadistico de comparacién entre grupos se realizé mediante el
use de teblas do contingencia de& 2X2 y la sigaificancia entre las diferen-
. . 2 ..

cias observadas se evalué mediante la prueba X (ji-cuadrada) y la prue-

ba exacta de Fisher,

El riesgo relativo (RR) de los marcadores encontrados, se establece sélo
para aquellos donde las pruebas de significancia indican que fas diferen-

cias observadas entre los subgrupos son estadisticamente significativas.

A) MATERIAL
1) MATERIAL BIOLOGICO
a) Para la tipificacién de los factores del complemento C2, fB y C4
(CH4A y CuB), se requiere plasma fresco obtenido con EDTA co-
mo anticoagulante. Pueden emplearse también plasmas tomados -

en las mismas condiciones y almacenados a -70°C hasta por 2 afos.
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b)

c)

d)

‘2)
1)

2)

3)

4)

5)

Para la tipificacién de la enzima eritrocitica Glo I, se requiere de
un hemolisado de giSbulos rojos humanos, fresco. Los hemolisa~
dos pueden almacenarse a -70°C y hacer su determinacién hasta

dos afios después.

Solucién de eritrocitos de carnero sensibilizados y ajustados a -

10x10% cétutas/ml. (ver tipificacién de C2).

Suero humano deﬂ'ciente'en C2.

(tratado a 50°C durante 20 minutos}.

MATERIAL QUIMICO

Solucién amortiguadora de Barbiturato, pH 8.6 con Lactato de

Calcio (0.06%).

Solucién amortiguadora de Barbiturato-Tris {2.26%), Glicina —-

(2.81%), pH final 8.8.

Solucidén stock amortiguadora de Barbiturato, (VBS—Ca2+, M92+):

NaCl! (0.83%), Barbiturato de sodio (0.1%), HCI IN {0.35% V/V},
MgCly; 1.56 M {0.03% V/V), CaCly; 2M (0.074% V/V), pH final 7.2,

Solucién amortiguadora de Barbiturato: Tris (0.36%), Acido Bar-
bitarico (0.55%), Mercaptoetanol 0.1M (0.2%8 V/V), MgCiy (0.04%

V/V}, pH final 8.0.

Solucién de EDTA 0.2M, pH 7.2.

- 41 -
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6) Solucién VBS-EDTA 0.01M: NaCl (0.83%), Barbiturato de Sodio (0.1%),
EDTA0.2M, pH 7.2 (5% Vv/V), HCI IN (0.35%).

7) Solucién GBSZ*: Solucién VBS-Ca?*, Mg2* (208 V/V) agarosa al 0.7%.
8) Solucién amortiguadora de fosfatos, pH 6.8 EDTA (1.25%).
9) Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 6.5.

10} Solucién stock de acrilamida: acrilamida (6.67%) N,N, metil bis acrilami-

da (0.18%) - Taurina (3.34%). (Almacene a 4°C).
11) Solucién de Riboflavina al 0.001%. (Almacene a 4°C hasta por 2 semanas).

12) Solucién stock de yoduro en amortiguador de fosfatos: Yoduro de pota-
sio (8.3%), Yodo (0.25%), amortiguador de fosfatos 0.5M pH 6 (40% V/V).

(Consérvese a 4°C hasta una semana).
13) Solucién salina 0.9%.

14) Solucién amortiguadora Tris HC! 0.1M, pH 7.8.

15) Solucién stock de Metiltetrazolio (MTT) al 0.5%. (preparar justo antes

de usarse).

16) Solucién para primera tincién (Glo I}: Amortiguador de fosfatos 0.1M
pH 6.5 (3.48 ml), Glutation (24 mg), Metilglioxal (0.2ml), solucién --

stock de MTT (0.22 ml).
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18)

19)

20)

21)

24)

25)

26)

27)

28)

29)

- 43 -

Solucién de diclorofenol-indol 0.2%.

Solucién de Agarosa para corrimiento de C4: Agarosa (Sea Kem ME: EEQ)
(0.75%), solucién amortiguadora de barbiturato-Tris-Glicina (40% V/V), -

solucién de EDTA 0.2M (4% V/V]).

Solucién de azul de Coomasie al 0.25% en metanol-&cido acétido-agua -~

(9:2:9).

Solucidén destefiidora, metanol-dcido acético-agua (15:3:15).
Agarosa (Sea—-Kem ME;EEQ) (0.16-0.19).

Agarosa (Sea-Kem Marine Colloids Marine USA).

Aniisuero especifico anti~-factor B (Atlantic Antibodies; Sea-Borough

04074, USA).

Antisuero especifico Anti~-C4 (Atlantic antibodies).
Azul de Coomasie {Sigma Chemical USA),
Neuraminidasa (Sigma, Tipo VI)}.

Anfolina LKB, pH 5 a 7 (No., 1809-121).
Hemolisina comercial (1:1000},

Tolueno.
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EQUIPO

- Equipo general del taboratorio.

- Placas de vidrio de 26cm. x 12.5cm.

- Placas de vidrio de 17x15x0.3cm.

- Placas de plastico siliconizado de 26cm. x 12,5cm.

~ Papel Whatman No. 1.

- Mask: Aplicador pléstico para muestras de electroféresis. (EMC Ma-
rine Colloids Division).

- Cémara de electroféresis con sistema de refrigeracién.

T

Papel cromatogrédfico Whatman 3 MM.

Clips metélicos para sujetar Ias placas (BACO}.

i

Lampara de luz fluorescente.

~ Equipo para Electroenfoque (C2}.

- Hojas de acetato de celulosa conservadas en etanol al 30%, a 4°C. -
(Chemetron, Milano, Itatia}.

~ Fibra de nylon-lana.

- Membrana de celofdn para dislisis.

METODOS
1) TIPIFICACION DELL FACTOR B (fB) DEL SISTEMA DEL COMPLE-

MENTO (9,10,32,42,52,65).

Las variantes electroforéticas del Factor B (fB) son determinadas
por inmunoprecipitacién en gel de Agarosa, usando un amortigua-

dor alcalino de barbital.
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METODO: -

A) PREPARACION DEL GEL:

1.-

Las placas de vidrio deben ser perfectamente lavadas con detergen-
te biol6gico y enjuagadas en agua deslilada durante 30 mins. para -

Gltimamente enjuagarse con etanol.

Se barniza uno de los lados de la placa con solucién de agarosa ---
(Sea Kem) al 1% en agua destilada. Déjela secar a temperatura am-

biente toda la noche.

Se preparan 30ml. de agarosa al 1% (Sea Kem ME:EEQO) en amortigua
dor para el gel (Sol. 1-Agua dest., 2:1) y se vierte cuidadosamen-
te sobre la cara de la placa, cubierta anteriormente con agarosa al

1% en agua destilada. Aseglrese que la agarosa se distribuya uni-
formemente a través de toda la placa hasta tener un espesor de ---
aproximadamente 1 mm.

Deje solidificar a temperatura ambiente durante unos 15 mins.

v B) APLICACION DE LAS MUESTRAS:

1.-

Con papel filtro Whatman No. 1 se seca aproximadamente 3cm. del
final del gel (a través de todo el gel) donde se aplican las mues-

tras (Catodo). Repetir el proceso 2 veces.

Sobre el drea seca se coloca un aplicador plastico que tiene perfo-
raciones rectangulares para aplicar las muestras (MASK). Enla -

primera y Gltima perforaciones se colocan aproximadamente 10ul. -
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de Hemoglobina A que sirve como indicador y en las demas perfo-
raciones se coloca el mismo volimen de cada muestra (alrededor -

de 10 muestras).

3.- 5Se espera hasta que las muestras se hayan absorbido en el gel -
(aproximadamente 15 min.}. Se quita el exceso de muestra que
no penetré con papel Whatman No. 1 y se retira el aplicador de

plastico (MASK).

CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS
Las placas se colocan sobre bases enfriadas por agua circulante entre

6 y 10°C. para evitar el sobrecalentamiento del gel de agarosa.

1.- El contacto entre el gel vy el amortiguador electrodo (Soi. 1), se
realiza mediante una "mecha” constituida por 4 hojas de papel -
filtro Whatman Neo. 1, {del mismo ancho que la placa de gel) per
fectamente humedecida en el amortiguador electrodo (Sol. T1). -
Una de Ias puntas de la mecha se coloca exactamente atrds de -

las muestras y la otra a 1 cm. del final del gel.

2.- La superficie del gel se cubre con un pléstico o vidrio para pre
venir desecamiento y la electroféresis se lleva a cabo a 350 V -
(75 mA) hasta que la hemoglobina haya emigrado hasta casi la
segunda mecha.

Esto usualmente requicre 3 horas.
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D) INMUNOPRECIPITACION:

1.~

En las condiciones electroforéticas anteriores, las bandas del fB
emigran en una zona de 3 a 6.5 cm. del origen. En esta zona -

debe aplicarse el antisuero especifico anti—fB humano.

Se incuba e! gel durante 1 hora a temperatura ambiente en una

camara humeda horizontal.

Se enjuaga posteriormente el gel con agua destilada y se cubre -
completamente la superficie con papel Whatman, el cual ha sido -
humedecido con agua destilada. Esto, se cubre ahora con apro-
ximadamente 12 hojas de papel secante tipo toalla. Se coloca en

cima una placa de plastico y un peso de aproximadamente 4 Kgs.

Se remueve después de 10 min., y se quita el peso y el papel.
Posteriormente el gel se enjuaga durante toda la noche en apro-
ximadamente 1 litro de solucién salina para remover restos de -

proteinas inespecificas.

Enseguida, el gel se lava en agua destilada durante 20 min.
Posteriormente se seca al aire, ya sea a temperatura ambiente

o aplicando calor.

Se tifie la placa durante 10 min. con solucién de Azul de Cooma

sie (Sol. 19).



7.- Se destifie la placa con la solucién desteiidora hasta obtener et

mejor contraste (Sol. 20).
8.~ Se deja secar el exceso de metanol a temperatura ambiente.
9.~ Se lee la placa.

Las variantes electroforéticas obtenidas se muestran en la figura 3.

(Pag. 16).

TIPIFICACION DEL FACTOR C4 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO (9, -

10,32,42,52,65).

El cuarto componente del sistema del complemento (C#) es controlado por
dos loci cercanamente unidos entre si y localizados entre los loci HLA-B
y HLA-D/DR sobre el cromosoma 6 humano. La electroféresis seguida de
inmunoprecipitacién y tincibn de muestras de plasmas con EDTA, previa-
mente tratados con neuraminidasa para eliminar el acido sidlico, revela -

que cada locus de C# (CHA y Ci4B) es altamente polimérfico.

METODO
A) DESIALACION:
1) 1t0ul. de la muestra se mezclan con 2ul. de solucién de neurami-
nidasa y se colocan en un sistema de didlisis continuo durante -

18 horas a 4°C.

Solucién de Neuraminidasa: 10ul, de Neuraminidas, mé&s 0.20ml.

de solucién de EDTA 0.2M, pH 7.2.
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B} PREPARACION DEL GEL DE CORRIMIENTO:

1) Se cubre una placa de vidrio de 26cm. x 12.5cm. con una solu-
cién de agarosa (Sea Kem) al 0.4% en agua destilada. Se deja -

secar.

2) Se forma un molde colocando encima de la placa anterior una se--
gunda placa de pléstico siliconizada y entre ellas un marco de ~
pléstico siliconizado de 1mm. de espesor (con sélo tres lados).

Se mantienen juntas las placas mediante clips metélicos.

3) Se vierte la solucién de agarosa de corrimiento para C4 (Sol.18}),
a(n caliente, dentro del molde y se deja solidificar. Se sella --
perfectamente el molde con envoltura de plastico y se almacena —

en refrigeracién hasta su uso.

C) COLOCACION DE LAS MUESTRAS:

1) Se reduce el exceso de agua del gel de corrimiento, colocando -
2 veces sobre &l una tira de unos 5 cm. de ancho de papeil fil-

tro Whatman No. 1,

2) Sobre la parte donde se ha quitado el exceso de agua, se coloca
el aplicador plistico para muestras (MASK), de tal forma que -—

las muestras queden a unos 2cm. del extremo final dei gel.

3) Se colocan 7 a 10 ui. de muestras dializadas en cada ranura del

aplicador.



D)

E)

4) Se coloca una muestra de HbS lenta al final y al principio del -

gel, como marcador visual.

5) Una vez que las muestras se han absorbido en el gel, retire el

aplicador.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO:

1) Se coloca la placa con el gel en el equipo de electrofdresis, con

las muestras en el lado del! céatodo.

2) Se moja en conjunto 5 hojas de papel Whatman No. 1 (del tama-
flo de la placa de gel) en el amortiguador de corrimiento (Sol. 2}
y se colocan en ambos extremos (4nodo y catodo) de la placa de

gel {2cm. antes del final).

3) Se cubre la placa para evitar desecamiento del gel y se ajusta -
la fuente de poder a una corriente constante de 65 mA (300-500
volts) y deje el corrimiento hasta que el marcador de Hb S ha al

canzado el extremo opuesto {(4-5 hrs.).

INMUNOPRECIPITACION Y TINCION:

1) Se diluyen 0.4mi. de antisuero anti-C4 humano con 0.6ml. de so-

lucién salina.

2) Se distribuye la solucidn de antisuero en un &rea de unos Scm. -

en el centro del gel,
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3) Se incuba durante 1 hora en una cdmara h&meda.
4) Se enjuaga cuidadosamente el gel bajo un chorre de agua corriente,

5) Se cubre el gel con una hoja de papel Whatman No. 1, humedecido -
con agua destilada, seguido de 10 hojas de papel absorbente tipo --
toalla y una placa de vidrio 6 plédstico. Se coloca encima un peso de

4 kgs. Se mantiene ssi durante 10 mins.
6) Se enjuaga el gel en solu;:ién salina durante toda la noche.
7) Se lava el gel en agua corriente durante 20 mins.
8) Se seca el gel.
9) Se tifie el gel seco con solucién de Azul de Coomasie 0.25% (Sol. 19}.
10) Se destifie hasta alcanzar un contraste éptimo (Sol. 20).

Los patrones de bandas obtenidos se observan en la Fig. 4 (Pig. 19).

TIPIFICACION DEL FACTOR C2 DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO (9,10,
32,42,52,65).

El polimorfismo del segundo componente del complemento puede ser detecta-
do después del electroenfoque de muestras de plasma o suero en un gel de
acrilamida seguido por la aplicacién de un recubrimiento hemolitico funcional.

La lisis por el complemento ocurre en el sitio que contiene eritrocitos de ---
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carnero sensibilizados y todos los componentes del complemento, excepto C2;

esa serd la posicién de C2 en el gel de electroenfoque.

METODO

A} PREPARACION DE LA SOLUCION DE ERITROCITOS DE CARNERO SEN-
SIBILIZADOS.

a) Se toman 20ml. de una suspensién de eritrocitos de carnero al 10%.

b) Se lavan 4 veces con solucién de VBS-EDTA 0.01 M (Sol. 6}, a -~

2000 rpm. durante 10 iins.

c} Se lavan 4 veces a 2000 rpm. durante 10 min. con solucién de GVBZ+

(agarosa—VBSz+) (Sol. 7).

d) Se resuspende el paquete celular con cve?* (Sol. 7} (una parte de

células a 10 partes con GBV2+).

e) En una celda de espectrofotometro se adicionan 0.1 ml. de la suspen

sién celular y 2.4 ml. de agua destilada (lisis celular).
f) Se ajusta @ cero con un blanco de agua destilada (2.5 ml.),

g) Se lee la concentracién de hemogiobina a una longitud de onda de -

541 nm.

h) Cuando la absorcién es de 0.420, la concentracion celular es de --
1x10? célutas/ml. El rango de aceptacién para la concentracién es

de 0.40 a 0.43 nm,
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Para llegar a la concentracién requerida se utiliza la siguiente -
férmula:

Lectura obtenida x VolGimen total de la = VolGmen al que se debe

0.420 suspensién celular llegar para la concentra

cién deseada.

Se incuba 15 min. a temperatura ambiente.

Los. eritrocitos sensibilizados se guardan a 4°C y pueden utilizar—,

se en el trascurso de 2 semanas.

PREPARACION DEL GEL:

1)

2)

3)

Se coloca sobre un vidrio de 20.5 cm. x 15 em., un marco de plas
tico siliconizado de 1mm. de espesor y 0.5cm. de ancho. (E! mar-
cc cubre 3 lades del vidrio). Encima de este (ltimo se coloca una'
placa de plistico siliconizado de las mismas dimensiones que el vi-
drio. Se mantienen las placas juntas con clips metélicos, de tal -
forma que se obtiene una cémara de lmm. de espesor, con un ex-

tremo abierto.

Para hacer el gel se combina solucién stock de acrilamida (Sol. 10},

26.5 mi. Anfolina, 1.5ml. solucién de Riboflavina (Sol. 11), 7 ml,

Se vacia la mezcla con la ayuda de una pipeta de boca ancha y se
deja polimerizar el gel bajo una ldmpara de luz fluorescente duran-

te una hora.
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4) Para usarse, se separa cuidadosamente la placa de pléstico silico-
nizado y posteriormente el marco de pldstico siliconizado; el gel -
queda adherido a fa placa de vidrio. E! gel en su molde puede -

ser envuelto en pldstico almacenado a 4°C. por varios dias.

C) APLICACION DE LLAS MUESTRAS:

1) Las tiras de papel cromatogréficc Whatman 3MM, de 2cm. x 0.5cm.
se colocan a 2cm. de distancia del final del gel, en el polo positi-
vo y a través de todo el gel. La distancia entre cada tira de pa-
pel debe ser tal que permita colocar aproximadamente 20 tiras por

gel.

2) Se pipetean 20 ul. de muestra sobre cada tira de papel.

D) CORRIMIENTO DE LAS MUESTRAS:

El aparato para electroenfoque se coloca en un cuarto fio a 4°C. o --

blen debe poseer un sistema de refrigeracién,

1) Se coloca el electrodo positivo exactamente atrds de las muestras
y €l electrodo negativo aproximadamente 9cm. adelante de éstas.
Debe tenerse cuidado que los electrodos estén en contacto con -

el gel.

2) Se ajusta la fuente de pode a 1.5 watts/gel, un voltaje maximo -

de 1000 y una corriente inicial de 6 mA/gel {media hora).
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3)

Se enfoca el gel durante 18 horas, o hasta que la corriente haya

caldo a 2 mA/gel.

ENSAYO HEMOLITICO FUNCIONAL:

7)

3)

4}

5)

6)

Después del electroenfoque, se enjuaga el gel en una solucién -

de yoduros (Sol. 12) durante 30 min. a temperatura ambiente.

Se vacia la solucién de yoduro y se enjuaga el gel durante 30
mins. a temperatura ambiente en 500mi. de la solucién de -—-
ves - ca®*, Mgt (sol. 33.

Después de enjuagar la placa con el gel, se coloca un marco -

de 2mm. de espesor y un vidrio de 20.5cm. x 15cm. y se fija

con clips.

Se hace la siguiente mezcla y vaciela en la camara anterior:
Solucién de VBS-Ca®* Mg?* (Sol. 3),7.5 ml. Agarosa (Sea Kem
ME:EEO)} al 2% {60-70°C) 7.5 ml. , Solucién de eritrocitos sen~

sibilizados 0.75ml., suero humano deficiente cn C2 (0.2ml.).

Se incuba el gel durante 1 hora a 4°C. y después a 37°C. (du-~

rante 2 a 4 horas) hasta que las bandas de lisis aparezcan.

Se separa cuidadaosamente los vidrios que formaban la céimara -

y se coloca el gel en un vidrio limpio.

- 55 ~
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7) Se obtiene solamente la capa de eritrocitos y se lava en una solu-
cién que contiene 300ml. de PBS y 3ml. de glutaraldehido. Se en

juaga durante 30 minutos. Se deja secar a temperatura ambiente.

Los patrones obtenidos pueden verse en la Fig. 2 (Pag. 13).

TIPIFICACION DE LA ENZIMA ERITROCITICA GLIOXALASA (GLO 1).

Glioxalasa (GLO |} es una enzima eritrocitica que cataliza la conversién de
metilglioxal y glutation a S-lactoil glutation; el polimorfismo de esta enzima
se puede observar por medio de electroféresis del lisado de gldgulos rojos

y posterior tincién con metilglioxal mé&s glutation.

METODQO

A} OBTENCION DEL LISADD DE GLOBULOGS ROJOS (GR).

1) Se toman 10ml. de sangre venosa con NazEDTA como anticoagu-

lante.

2) Se centrifuga a 2000 rpm durante 10min. y se separa ei plasma

(para la tipificacién de fB, C2 y C4).
3} Se lava el paquete de GR 3 veces con solucién salina.

4) Se adiciona agua destilada y tolueno en una cantidad equivalen-
te a la midad y a la cuarta parte del volimen de GR respectiva

mente. Se agita en un vortex durante ne menos de 30 seg.

5) Se centrifuga 10 minutos a 2000 rpm.
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6) Se obtiene el lisado de GR ayudéndose con una pipeta Pasteur.

El lisado se puede almacenar a -70°C. hasta su tipificacién.

B) APLICACION DE LAS MUESTRAS:

1) Se enjuaga con agua destilada, durante 10 min. la hoja de ace-

tato de celulosa.

2) Se saca del agua y se seca con hojas de papel secante tipo toa-

Ha.

3) Se enjuaga nuevamente la hoja de acetato de celulosa durante 5

mins. en 500 ml. de solucién amortiguadora de corrimiento (Sol. 4).
4)  Se seca nuevamente con hojas de papel secante tipo toalla.

5) Se coloca la hoja de acetato de celulosa en el equipo de electrofé-
resis y se conecta fa fuenie durante 10 min. a 300 v. y 10 mA,
Los compartimientos de la cdmara deben llenarse con 500 mi. de -

buffer de corrimiento (Sol. 4),

6) Se aplican tres microlitros de! lisado de GR en la hoja de acetato
de celulosa con una separacién de 0.5 cm. entre cada muestra, -

de tal forma que las muestras quedan en el extremo catddico.
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C} ELECTROFORESIS:

1) Se corren las muestras a 300 V. durante 2 horas a temperatura
ambiente. La electroféresis se completa cuando la hemoglobina -

ha migrado aproximadamente 3cm. del origen.

2) Se corta la hoja de acetato de celulosa a nivel del puente anddico

y en el extremo catédico justo atrds de la hemoglobina.

D) TINCION:
1} Se tifie la hoja de acetato de celulosa sobre una placa de vidrio,
colocando la porcién absorbente hacia abajo sobre la tincién ndme-
ro 1, durante dos mins., (Sol. 16).
2) Se transfiere la hoja de acetato de celulosa a la tincién numero 2
y se mantiene en ella durante 2 mins. (Sol. 17).

3) Se coloca la hoja de acetato en una cémara hameda con el lado te-

flido hacia arriba, Se mantiene ja cdmara himeda en la oscuridad
y se lee después de 30 mins.

Los patrones de bandas obtenidos se observan en la Fig. 5 (Pig.22 ).

2) ANALISIS ESTADISTICO.

La comparacién entre dos grupos de estudio en funcién a dos caracterfsti-

cas independientes, se efectlla generalmente mediante tablas de contingen-

cia de 2 X 2 (67).
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Grupo A Grupo B
Caracteristica + a b a+b
- c d - ct+d
a+c b+d N=a+b+c+d

Para conocer la probabilidad de que ambos grupos difieren uno del otro en
forma significativa, y que su variacién no haya sido sélo debido al azar,
la tabla de 2 X 2 se evalGa mediante la prueba estadistica =2 (ji-cuadra-

da) (65,67).

x? = {ltad-bc)] - (0.5N) N
(a+b) (c+d) (a+tc) (b+d)

Si el valor obtenido de la prueba xz, implica un valor de "p'" menor a -
0.05, la hipétesis nula que di§ origen 3 o comparacién se rechaza. Un |
valor de "p" menor a 0.95 significa que en menos de 1 en 20 casos se -

comete error al rechazar la hipdtesis nula.

El valor de "p" se obtiene al interpolar en tablas de distribucién ji-cua-
drada e! valor numérico de x* en funcién de los grados de libertad de -
la prueba. Para todas las tablas de contingencia 2X2 se considera un -

grado de libertad.

Si a, b, ¢ 6 d (celdas) fueran menores a 5, la prueba x2 deja de tener

validez y debemos utilizar entonces la prueba exacta de Fisher.

f = (a+b) {{c+d)! (a+c) ! (b+d) !
a! b! c! d! N!

El valor obtenido con esta férmula es el correspondiente a "p".



Cuando a, b,c 6 d son diferentes de cero, efectuamos para la tabla de -
2X2 .original un primer célculo de p (pl). A continuacién efectuamos nue
vamente el célculo disminuyendo en una unidad el valor numérico de la --
celda mds cercana a cero {(p2) y asi sucesivamente hasta alcanzar el valor
de cero para esa celda. Cada valor de p obtenido, debe sumarse para -
obtener el valor total de p. Debe tenerse en cuenta que la suma de indi
viduos por grupo o catracteristica no debe alterarse, es decir, si por ejem
plo, la celda a se disminuye en una unidad (por ser la mis cercana a ce-
ro}, la celda b deberd aumentarse en una unidad, la ceida d disminuirse -
en una unidad y la celda ¢ aumentarse en una unidad. De esta forma ---

(a+b)}, (c+d), (atc), (b+d) y por consecuencia N no alteraran su valor.

Si alguna caracterfstica se presenta significativamente incromantada o dis-
minuida en alguno de los grupos de estudio, el riesgo relativo {(RR} de -
esa caracteristica puede calcularse tomando como base los datos de la ta-

bla de contingencia 2X2 (65}.

Ejemplificando en nuestro caso con un grupo de enfermos con LEG y un

grupo de control, donde se analiza la asociacién con un marcador del MHC.

LEG Control
Marcador + a b a+b
—_ c d c+d
' a+c b+d N=a+b+c+d
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RR= {ind. enfermos con el marcador) (Ind. sanos sin el marcador]
{Ind. sanos con el marcador) (Ind. enfermos sin el marcador)

RR= (a) (d) (seglin el orden de las celdas en la tabla
(6] (¢) de contingencia 2X2)

Sia, b, ¢ 6 d fueran igual a cero, tendriamos que utilizar una derivacién

de esta f6rmula [65):
RR = (a+0.5) {d+0.5)

1B6+0.5) (c+0.5)
El riesgo relativo indica cuantas veces es mis frecuente fa enfermedad en
individuos portadores del marcador respecto de los que carecen de éste.
Cuando el marcador es mas frecuente en los pacientes que en los indivi--
duos sanos, el RR es mayor a la unidad e indica un aumento en el riesgo
de padecer la enfermedad, en tanto que si la frecuencia de un marcador -
disminuye en un grupo de pacientes, el riesgo relativo {RR]} @5 menor a -

sea que el riesgo de padecer la enfermedad decrece. Cuando

la unidad, o

no hay diferencias entre enfermos y sanos, el riego es igual a la unidad -

(61).

El RR debe apoyarsa en ei heche de que las diferencias estadisticas obser-
vadas en los grupos de estudio sean significativas. El riesgo relativo pue
de Hlegar a estar elevado pero no ser significativo {cuande e! namero de -
pacientes y/o controles es bajo} y a la inversa, un riesgo que difiere s6-
lo ligeramente de la unidad puede ser altamente significativo desde el pun

to de vista estadistico cuando se han estudiado un gran ndmero de indivi
duos.

La desviacién del RR de la unidad puede decir algo acerca del significado
biolégico de la asociacién; cuanto mds se desvia, mayor es su importancia

{61,65,67).
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Se identificaron las variables feriotipicas (alotipos) de los genes que codifi-
can para las proteinas de los factores del complemento fB, C2, C4A y C4B -
{complotipos} y del gen de ia enzima eritrocitica Glioxalasa | {Glo I}, en ca
da uno de los 229 individuos comprendidos en el estudio. Adema’s, fué po-
sible establecer perfectamente los cuatro haplotipos (complotipos més la va-
riable fenotipica de Glo I) de las cincuenta familias analizadas, y conocer -
asimismo la forma en que segregan en el caso indice y sus hermanos {Tabla

8).

Todas las familias inciufdas tienen por lo menos un miembro enfermo (caso -
indice) y siete de ellas presentan mas de un miembro afectado por LEG); --
éstas son las primeras siete familias en la Tabia 8. Absolutamente todos --

los enfermos fueron mujeres: 50 casos [ndice y 11 hermanos de éstos.

SEGREGACION DE HAPLOTIPOS

Como ya se anoté anteriormente, esperamos que el 50%, 25% y 25% de los —-
hermanos del caso indice compartan con éste 1, 2 6 0 haplotipos respectiva
mente. El andlisis de esta hip6étesis nula no mostré diferencias estadistica-
mente significativas entre los resultados observados y los esperados (Tabla
9), lo que indica que se han segregado aleatoriamente, de acuerdo a las le

yes Mendelianas.

Sin embargo, de las 11 mujeres enfermas hermanas de los casos Indice, 6 -
(55%) comparten ambos haplotipos con éstos, 4(36%) comparten sélo uno y -

1(9%) no comparte ningGn haplotipe con el caso indice.
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Esto contrasta con el grupo de mujeres sanas, ya que aqul solamente 8
comparten ambos haplotipos con el caso indice (11%), mientras que los -
que comparten uno 6 ninguno son 46 (61%) y 21 (28%) mujeres respecti-

vamente (Tabla 10).

El anélisis estadistico de los datos anteriores indica que aunque los ha-
plotipos segregan en las familias de acuerdo a las leyes Mendeilianas de
la herencia, las mujeres sanas comparten‘preferentemente uno 6 ningln
haplotipo con el caso indice, pero rara vez ambos (diferencia estadistica
mente significativa). Asl, el riesgo relativo (RR) de que una mujer her
mana de una enferma con LEG padezca la enfermedad, si comparte ambos

~haplotipos es de 10.52 (p <0.005).

FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS, COMPLOTIPCS Y ALOTIPOS EN EL GRU- -
PO DE ESTUDIO,

FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS:

De los 200 cromosomas obtenidos en las cincuenta familias, se identifica—
ron 23 difererites complotipos, 14 de ellos con una frecuencia mayor 6 —
igual al 1%4. La Tabla 11 los registra indicando ademés su frecuencia -
fenotipica en mujeres sanas, mujeres enfermas y su frecuencia fenotipi-

ca en hombres.

Seis diferentes complotipos aparecen sélo en mujeres sanas, mientras que
cuatro complotipos también diferentes entre si aparecen sélo en enfermas,

indicados por uno o dos asteriscos respectivamente en la Tabla 11.



TABLA 8.- ARBOL GENALOGICO DE CADA UNA DE LAS

FAMILIAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO.

MUJERES
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HAPLOTIPOS Sanas Enfermas Sanos
FAM. M. H. Caso indice Otros [1] 1 2 0 1 2 ] 1 2
1 y 2 a) sCy42-2 b) SC31-1 - 1 - - ~ 2 - 2 -
c) SCoi1-2 d) SC30-2 bec ac bc
2 3 3 a) SC31-2 c) SC31-2 - - - - 2 - - 2 1
b) sCo1-2 d) SC31-2 bc bc ab
3 3.0 c} FC30-i b} SCo2-1 1 - - - - 1 - - -
. a) SCo1-1 d) SC71-1 bd ac
8 2 1 a) FC30-2 c) SCoz2-1 - - - - - 1 - 1 -
d) SC31-2 b) SC31-2 ad dc
11 4 4 c) SCo1-1 b} FC31-2 - 1 - - 1 1 3 - 1
a) SC31-1 d) SC31-2 bce bc ac bd ac
16 4 4 a) SC30-2 b) SC31-2 1 - - 1 1 - 1 3 -
c) FC31-2 d) SC31-1 bd bd ad bd bc
94 4 6 a) SCy2-2 b} SC31-2 1 1 - - - 1 1 3 2
c) FC31-2 d) SC31-2 bd ad ac bd 2bc ac
tad
TOTAL: 1 4 6

Para la construccién del arbol genealdgico familiar se considera arbitrariamente a y b como los haplotipos

heredados del padre y ¢ y d como los haplotipos heredados de la madre.
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S A 0O S
HAPLOTIPOS Mujeres Hombres
FAM. M Caso Tndice Otros 0 1 2 0 1 2
9 5 a) SCo1-2 b) SCu2-2 - 1) - 1 3 -
c) SC31-2 d) FC31-1 3ad bd 2bc
- 1bc tad
18 2 a) SC01-2 b) SCu42-2 - 1 - - 1 2
¢) SCu2-2 d) SC31-2 be bc ac
21 3 a) 5Co1-1 b} SC31-2 1 1 - - - -
c) SC31-2 d) S1C11-1 bd ad
23 2 a) SC31-1 b) SC31-2 - 1 - 1 2 -
c) SC31-2 d) SCuo-2 ad bd ad
26 13 a) SCo1-1 b} SC42-2 2 1 - - - -
c) SC31-2 d) SC31-1 bd bc
27 2 a) SC31-2 b) SC21-2 - 1 - 2 - -
c) SC30-2 d) SC31-2 ad bd
36 3 a) SC30-2 b) FC30-2 - 2 - 1 - -
c) SC31-2 d) SC31-1 be bd
39 2 a) SCo01-2 b) SC31-2 1 - - 1 2 -
c) FC31-2 d) scC2i-2 bd bd bc
43 5 a) SC30-2 ) SC21-2 2 2 - 1 3 -
c) FCo01-2 d) FC31-2 bd bc bd 2ad
ibc
52 2 a) SC31-2 b) SC02-2 1 - - - 1 -
c) SCo1-1 d} scCuz-2 bd ad
56 1 a) SC31-2 b} SC42-2 - - - - 1 -
c) sCu2-2 d) 5C31i-2 bc
58 2 a) SC32-1 c) SCh2-2 - 1 - - 1 1
d) SC31-1 b) SC31-2 ac ac ad
69 L) a) FC31-1 b) SCo01-2 - 2 1 - - -
¢} SC3t1-2 d) SC31-2 ad ac
81 1 a) SC21-2 b) SCo1-2 - - - - 1 1
c) SC3t1-2 d} SCo1-2 bc ac
82 2 a) SC31-2 b) SCuy2-2 - 1 - - 1 -
c) SC31-2 d) $Co01-1 ad bc
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S A N O S
HAPLOTIPOS Mujeres Hombres
FAM. M H Caso indice Otros 0 1- 2 1] 1 2
83 6 5 a) FC30-2 b) FC31-2 2 2 1 - 2 3
c) SC31-1 d) FC31-1 bd ad ac ad ac
85 3 3 a) SC33-2 b) SCu2-2 2 - - - 3 -
c} SC31-1 d) SCu2-2 bd be
86 3 0 a) SC31-1 b) SCH2-2 - 2 - - - -
c) SC31-2 d) SCo1-t 1bc
1ab
87 2 1 a) SC30-2 b) SC01-2 - 1 - 1 - -
c) SC31-2 d) SC31-2 ad bd
88 3 3 a) SC30-1 b) SC31-2 - 2 - 1 1 1
c) SC31-1 d) SC31-1 iad bd ad ac
1bc
0 2 3 a) SC31-2 b} SC31-2 - 1 - - 3 -~
c) SC31-2 d) SC31-1 bc 2ad
1be
92 4 1 a) FC31-2 b} SCu2-2 2 1 - i - -
c) FC31-2 d) SC31-1 bd bc bd
93 5 2 a) SC61-2 b) SC31-1 2 1 1 - 2 -
c) SC21-2 d) SCo03-1 bd bc ac 1bc
lad
95 2 1 a) SCo01-2 c) SC01-2 - - 1 - - 1
d) FC31-1 b) SC31-2 ad ad
96 4 3 a) F1C30-2 b) FC31-2 1 1 1 - 3 -
c} SC20-2 d) SC2.21-1 bd ad ac bd
98 1 3 a) SCs51-1 b) SC31-1 - - - - 3 -
c) SC31-2 d) SC31-1 2ad
1bc
99 2 o a) ScCu2-1 b) SC31-2 - - 1 - - -
c) FC31-2 d) s5C31-2 ac
100 3 0 a) SC32-2 b} SCo1-1 1 1 - - - -
c) SC31-1 d) SC31-1 bd ad




CONTINUA TABLA 8.-

- 68 -

S A N [¢] S

HAPLOTI1IPOS Mujeres Hombres
FAM. .M H Caso indice Otros 0 1 2 0 i 2
102 3 0 a) SC31-1 c) SCu2-2 - 2 - - - -
d) SCu1-2 b) SC31-2 ac
104 2 2 a) SC31-2 b) sSCo01-1 1 - - 1 1 -
c) SC20-2 d)} SC31-2 bd bd be
105 2 1 a) SC31-2 b) SCo01-2 - - 1 1 - -
¢) SC31-2 d) SC30-2 ac bd
106 3 2 a) SC31-2 b) sC21-2 - 1 1 - 1 1
c) SC31-2 d) F1C30-2 bc ac ad ac
107 2 3 a) FC31-2 b) FCo01-1 -~ 1 - 1 1 1
c) SC31-2 d} SCy2-2 ad ad bc ac
108 1 1 a) SC30-1 b) SC31-1 - - - 1 - ~
c) SC31-1 d) SC31-1 bd
110 5 1 a) FC31-2 b) FCo01-2 -y - - 1 ~
c) SC3t1 dj SC3u-1 3ad bec
1bec
112 2 1 a) SC31-1 b) SC42-2 - 1 - - 1 -
c) SCoi4-1 d) SCy2-2 ad be
114 1 2 a) FCo1-2 b) SC31-2 - = - 1 1 -
c) SC33-2 d) FC30-2 bd bc
118 2 0 a) FC31-2 b) SC31-1 - 1 - - - -
c) Si1C21-2 d) FC30-1 bc
119 1 1 a) SC31-2 b) SC30-1 - - - - 1 -
c) SC31-2 d) SC31-1 ad
120 2 "] a) SC31-2 b) FCo1-1 - 1 - - - -
c) SC31-2 d) SC31-2 bec
121 1 2 a) SCor1-2 b) SC31-1 - - - - 1 1
c) SC31-2 d) SC61-2 bc ac
124 3 1] a) SC31-1 b) sCot-~1 - 2 - - - -
c) SC31-2 d} SCu2-2 1be
lad
142 2 5 a) SC31-2 b) FCo1-1 - 1 - - 4 1
¢} SC31-2 d) SC30-1 bc 2ad ac
2bc

TOTAL 136 93 50 21 46 8 20 56
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TABLA 9.- FORMA EN QUE SON COMPARTIDOS LOS HAPLOTIPOS
ENTRE EL CASO INDICE Y SUS HERMANOS.
HAPLOTIPOS MUJERES (n=86) HOMBRES (n=93)
COMPARTIDOS 0 1 2 0 1 2
OBSERVADOS 22(26%) 50(58%) 14(16%) 20(22%) 56(60%) 17(18%)
ESPERADOS 22(25%) 42(50%) 22(25%) 23(25%) 47(50%) 23(25%)
MUJERES HOMBRES
2 0,1 2 o, 1
OBS. 1 72 86 OBS. 17 76 93
ESP, 22 g1 es ESP. 23 70 53
36 136 172 4o 146 186
x2 =1.72 x? = 0.80

No significativa

No significativa



TABLA 10.-

HAPLOTIPOS

COMPARTIDOS

MUJERES (n =86)

1

SANAS 21 (243) 46 (54%) 8 (9%)
ENFERMAS
(LEG) 1.(1%) 4 (5%) 6 (7%)
HAP. COMP.
2 0, 1
x2 = 10.52
LEG 6 5 11
SANAS 8 67 75 P < 0.008
72 P RR = 10.05
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FORMA EN QUE SE COMPARTEN LOS HAPLOTIPOS. ENTRE
LOS CASOS INDICE Y SUS HERMANAS SANAS Y ENFERMAS.
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A excepcién de dos de ellos, todos estos Gltimos complotipos tienen frecuen-

cias genotipicas menores al uno por ciento,

El andlisis estadistico mostré dife.rencias significativas entre mujeres sanas y
enfermas para los complotipos SClU2 y SC01. SC#2 se encuentra disminuido
en el grupo de mujeres enfermas, mientras gque SCO01 se encuentra aumenta-
do en este mismo grupo, con riesgos relativos de 0.37 para SCH2 y 2.33 pa

ra 3Co01, (p <0.05 para ambos), (Tabla 12).

FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS:

Al analizar los complotipos junto con el alelo del gen de Glo | con el que -
segregaron, obtenemos 32 haplotipos diferentes y su andlisis muestra dife-
rencias con respecto al de complotipos. En este caso 18 haplotipos tienen
una frecuencia genotipica mayor o igual al 1% y 14 haplotipos menor al 1%

(Tabla 13a y 13b).

El haplotipo SC42 con el alelo 2 de Glo |, muestra en este anélisis diferen
cias estadr;ticamente significativas entre mujeres sanas y enfermas y ade-
més, a excepcién de dos mujeres, todas las mujeres y hombres con el com
plotipo SCu2, son la excepcibén es una mujer sana y una enferma (herma-

nas) cuyo fenotipo es SC42-1.

Por otro lado, SCu2-2, al igual que FC31-1, se encuentran disminuidos en
tas mujeres enfermas en relacién a su frecuencia en mujeres sanas (0.06 -

vs., 0.15, y 0.02 vs. 0.07, respectivamente).
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TABLA 11.- FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS

FRECUENCIA ok
MUJERES MUJERES RR
Complotipo Sanas LEG  Hombres. Genot. Sanas Enfer. Hombres (p <)
kkdk *kxk ook e
1.- SC31 56 53 84 0.44 0.37 0.43 0.45
2.- $Co1 11 19 15 0.12 0.07 0.16 g.08 2.33 (0.05)
3.- 5Cua2 24 8 21 8.10 0.16 0.07 0.11 ©.37 (0.05)
4,- FC21 23 13 24 0.08 0.15 0.11 0.13
5.~ 5C30 5 B 7 ¢.06 0.03 0.07 0.04
.~ FCo1 5 2 6 0.03 0.03 0.02 Q.03
FC30 5 5 7 0.03 0.03 a.o04 0.04
sCc2 L 2 5 0.02 6.03 0.02 0.03
SCo2* 2 0 1 0.02 0.01 ———— 0.¢01
- SC33*%* 1] 2 1 0.0i1 ———— 0.02 0.01
SCé1 1 1 1 .ot 0.01 0.01 0.01
Fi1C30 2 1 1 ¢.01 0.01 0.01 0.01
5C20 1 2 4 0.01 0.01 0.02 0.02
SC32 2 2 2 6.01 0.01 0.02 0.01

* Complotipos que aparecen sblo en mujeres sanas.
** Complotipos que aparecen sé6lo en mujeres enfermas.

**% E| riesgo relativo (RR) sélo se indica en aquéllos casos en que
existe diferencia significativa entre la frecuencia del complotipo
en mujeres sanas y su frecuencia en mujeres enfermas.

**** Frecuencia fenotipica.
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CONTINUA TABLA 11,- FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS EN LOS GRUPOS
ESTUDIADOS.

) FRECUENCIA *ok
MUJERES MUJERES RR
Complotipe Janas LEG Hombres Genot. 3Jamas Enfer. Hombres (p <)

*kkk hh kK * %k hk *kkk
15.- S1C11* 2 0 0 0.005 0.01 ——— —_——
16.~ SCuo * 1 1] 3 0.005 4.01 ——— 0.02
17.- SCO03 * 2 V] 1 0.005 0. 01 ——— 0.01
18.~ SC51 ** 0 1 2 0.005 —_—— 0.01 0.01
19.- SCu41 ** 0 1 [} 0.005 —-——— 0.01 ———
20.~- SC71 * 1 4] 0 0.005 0.01 —_—— —
21.- SCz,21% 2 0 0 0,005 0.01 ——-- ———-
22,.~ SCO4 ** 0 1 1 0.00% —— 0.063 G.01
23.~ S1C21 1 1 0 0.005 0.01 0.01 ————

* Complotipas que aparecen sb6lo en mujeres sanas.

** Complotipos que aparecen sélo en mujeres enfermas.

*** FE| riesgo refativo (RR) sélo se indica en aquélios casos en que
existe diferencia significativa entre la frecuencia del complotipo
en mujeres sanas y su frecuencia en mujeres enfermas,

**** Frecuencia fenotipica.
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TABLA 12.- COMPLOTIPOS QUE MUESTRAN DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS ENTRE MUJERES SANAS Y -
ENFERMAS.

SCy2 Otros

LEG 8 114 122 x“ = 4.9
SANAS 24 126 150 p < 0.05
RR = 0.37

32 240 272

SCo1 Otros

2

LEG 19 103 122 x© = 3.85
SANAS 11 139 150 p < 0.05
RR = 2.33

30 242 272



TABLA 13a.~ FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS

FRECUENC!A
MUJERES MUJERES
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bk ok

Haplotipo  Sanas LEG Hombres Genot. W Hombres (;I:R‘<)
1.- SC31-2 35 38 56 0.30 0.23 0.31 0.30
2.- SC31-1 21 15 28 .14 0.14 0.12 0.15
3.- SCH2-2 23 7 21 0.10 0.15 0.06 0.11 0.35
4.- SCO1-2 5 1 S 12 0.06 0.03 0.09 0.06  (0-05)
5.- FC31-2 12 1 19 0.06 0.08 0.09 0.10
6.- SCo1-1 6 8 3 0.05 0.04 0.07 0.02
7.- SC30-2 1 6 3 0.04 0.1 0.05 0.02 7.71
8.- FCo1-1 * 2 0 4 0.02 0.01 ——- 0.02  (0-05)
9.- FC30-2 3 3 6 0.02 0.02 0.02 0.03
10.- FC31-1 1 2 5 0.02 0.07 0.02 0.03 0.21
11.- sC21-2 4 2 5 0.02 0.03 0.02 0.03  (0-02%)
12.- SC30-1 4 2 5 0.02 0.03 0.02 0.02
13.- FC30-1 2 2 1 0.02 0.01 s.02 -~ 0.01 .
14.- FCO1-2 3 2 2 0.01 0.02 0.02 0.01
"15.- SC33-2 *% 0 2 1 0.01 ——— 0.02 0.01
16.- SC61-2 1 1 1 0.01 0.01 0.01 0.01
17.- F1C30-2 2 1 1 0.01 0.01 0.01 9.01
18.- $C20-2 1 2 4 .01 g.01 0.02 0.02

* Ha plotipos que aparecen s6lo en mujeres sanas.

** Ha plotipos que aparecen sélo en mujeres enfermas,

*** E| riesgo relativo (RR) séloe se indica en aquéllos casos en que
existe diferencia significativa entre la frecuencia del ha plotipo
en mujeres sanas y su frecuencia en mujeres enfermas.

***% Frecuencia fenotipica.
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FRECUENCIA okl

MUJERES MUJERES RR

Haplotipo  Sanas ~ LEG  Hombres  Genot. Sapas™ Enfer. Hombres (p<)
B8 19.- SC32-1 1 1 2 0.005 0.01 0.01 0.01
B 20.- sco2-1 1 o 1 0.005 6.0t e 0.01
B4 21.- s1C11-1 * 2 0 0 6.005  0.0) —- ———-
2 27,- SCH0-2 * 1 o 3 0.005 0.0t ———— 0.02
g 23.- SC02-2 * 1 o 0 0.005  0.01 m——— R
B 24.- sco3- 2 0 1 0.005 0.0t ——— 6.01
B 25.- SC51-1 ** ¢ 1 2 0.005 - 0.01 0.01
R 26.- scuz-1 1 1 o 0.005  0.01 0.0 ——
f 27.- sc32-2 1 1 ¢ 0.005  ©0.01 0.01 e
28.- S5CHI-2 ** 9 1 0 0.005  —-— 0.01 .01
29.- SC71-1 * 1 o ° 0.005  9.0% — —
30.- SC2.21-1% 2 0 o 0.005 0.01 — S
#'31.- SCou-1 ** o 1 1 0.005  --——  0.01 0.01
32.- S1C21-2 1 1 o 0.005 0,01 ——— ————

Jede K

Haplotipos que aparecen sélo en mujeres sanas.

~'Haplotipos que aparecen sélo en mujeres enfermas.

El riesgo relativo (RR) sélo se indica en aquélios casos en que

existe diferencia significativa entre la frecuencia del
en mujeres sanas y su frecuencia en mujeres enfermas.

Frecuencia fenotipica.

ha platipo
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De forma diferente, SC30-2 tiene una frecuencia mayor en mujeres enfermas

que en mujeres sanas, 0.05 vs. 0,01,

Los riesgos relativos para los anteriores haplotipos son: SC42-2, 0.35, -——-

{(p <0.05); FC31-1, 0.21 (p = 0.025) y SC30-2, 7.71 (p = 0.033) (Tabla 14).

El haplotipo SC01-2 tiene el doble de frecuencia en mujeres enfermas que -
en las mujeres sanas (0.09 vs. 0.04)}, no obstante, la diferencia de este -

haplotipo en estos grupos no es estadisticamente significativa.

FRECUENCIA DE ALOTIPOS

El an&lisis de la frecuencia fenotipica en mujeres sanas, mujeres enfer--
mas y hombres, para los alotipos de los factores del complemento (fB, --
C2, CH4A y C4B) y los dos alotipos para el gen de Glo | se muestra en -
la Tabla 15.

No existen diferancias significativas en las frecuencias fenotipicas obser

vadas para los alotipos del gen de Glo | y factor B entre estos grupos.

La situacién para los alotipos de los genes que codifican las protelnas
de C4 es diferente. La variable fenotlpica CH#A-4 estd significativamen
te disminuida en mujeres enfermas respecto a las sanas (0.07 vs. 0.16),
de igual forma que la variable fenotipica C#B-2 (0.08 vs. 0.17), con --
riesgos relativos de 0.42 {p<0.05) y 0.43 (p < 0.05) respectivamente.
(Tabla 16).



TABLA 14.- HAPLOTIPOS QUE MUESTRAN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE MUJERES SANAS Y ENFERMAS.

SCy42-2 Otros 2

xT = 4.73

LEG 7 115 122 p < 0.05

SANAS 22 128 150 RR = 0.35
29 243 272

FC31-1 Otros

f, = 0.021
LEG 2 120 122 £, = 0:004
SANAS 11 139 150 f, = 0.003
13 259 272
p = 0.025
RR = 0.21
SC30-2 Otros
LEG 6 116 122 f, = 0.03
SANAS 1 149 150 f, = 0.003
7 265 272
p = 0.033

RR = 7.71

- 78 -



- 79 -

TABLA 15.- FRECUENCIA DE ALOTIPOS DEL COMPLEMENTO Y DE GLO 1
EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.
FRECUENCIA FENOTIPICA
MUJERES MUJERES RR
Alelo Sanas LEG Hombres Sanas  Enfer. Hombres (p<)
B
112 100 148 0.75 0.82 0.80
F 33 20 37 0.22 0.16 0.20
Si 3 1 0 0.02 0.01 ———
Fi 2 1 1 0.01 0.01 0.01
Glo |
1 55 33 52 0.37 0.27 0.28
2 95 89 134 0.63 0.73 0.72 -




CONTINUA TABLA 15.-

MUJERES

FRECUENCIA FENOTIPICA

*

MUJERES RR

Alelo Banas LEG Hombres Banas Enfer. Hombres (p<)
cuA

0 20 22 25 0.13 0.18 0.13

1 2 0 0 0.01 — —

2 5 9 0.04 0.04 0.05

2.2 2 ) 0 0.01 — —

3 o 84 126 0.63 0.69 0.68

4 24 9 23 0.16 0.07 0.12 0.42

5 0 1 2 — 0.01 0.01 (0.05)

6 1 1 1 0.01 0.01 0.01

7 1 0 0 0.01 —— —
cuB

0 1 16 22 0.09 0.13 0.12

1 108 93 138 0.72 0.76 0.74

2 26 10 23 0.17 0.08 0.12 0.143

3 2 2 2 0.01 0.02 0.01 (0.05)

4 0 1 1 —— 0.01 0.01

* El riesgo relativo (RR) sélo se indica en aquellos casos en que existe

diferencia significativa entre la frecuencia del alotipo en mujeres sa-

nas y su frecuencia en mujeres enfermas.
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SIGNIFICATIVAS ENTRE MUJERES SANAS Y ENFERMAS.

TABLA 16.—- ALOTIPOS DEL COMPLEMENTO

CuA-4 Otros

LEG g 113 122

SANAS 24 126 150

33 239 z272
CuyB-2 Otros

LEG 10 112 122

SANAS 26 123 150

36 236 272

x“ = 4,13
p < 0.05
RR = 0.43
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COMBINACIONES DE PARES DE HAPLOTIPOS.

En la tabla 17 se registran las combinaciones de los diferentes haplotipos

como se obtienen de la informacién familiar presentada en la Tabla 8.

Existe una gran heterogeneidad en la distribucién de las mujeres enfermas
a través de fas diversas combinaciones de Jos haplotipos. Sin embargo, -

resaltan algunas de estas combinaciones.

Como ya se observd en la Tabla 13a, 6 de las 7 mujeres que portan el ha-

plotipo 5C30~2, se encuentran enfermas con LEG y provienen de S familias

no emparentadas entre si (fam. 16,27,36,43 y 87}). La familials tiene otro

miembro afectado con LEG que comparte solamante el haplotipe SC30-2 con

el case Indice.

SC30-2 se combina con cinco diferentes haplotipos encontrindose que 4 de
5

las 7 mujeres (3 enfermas) con este marcador, tienen la combinacién SC30-2

SC31-2. La mujer sana (fam. 87), tiene los haplotipos SC30-2/SC31-2, el -

caso indice de esta famifia es SC30-2/SC31-2, pero el haplotipo SC31-2 no -

ha sido heredado del mismo progenitor. Las demds combinaciones para este
haplotipo sélo presentan una mujer enferma (SC31-1, FC31-2 y FCO01-2).
Cuando se ha

El haplotipo SC01-2 se combina con 6 diferentes haplotipos.
1 y 18), SC31-2

heredado en combinacién con los haplotipos SC42~-2 (fams.

(fams. 2,9 y 121), todos las mujeres presentes en estas combinaciones es-

tén enfermas con LEG (4 y 5 mujeres respectivamente).
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TABLA 17.- PARES DE HAPLOTIAOS PRESTNTES EN LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS.
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La familia 1 con la combinacién SC01-2/SC42-2 tiene 2 miembros enfermos
con LEG, ademds del caso indice y que comparten ambos complotipos con

este Gltimo.

En la combinacién SC01-2/SC31-2, la familia 2 también presenta dos miem
bros enfermos ademds del caso fndice, compartiendo en este caso sélo el

haplotipo SC01~2.

Conti-astantemente, la combinacién con FC31-1 muestra 4 individuos sanos
y s6lo un enfermo (todas mujeres). Una de las mujeres sanas comparte
ambos haplotipos con el caso indice y ambos son miembros de la misma fa

milia.

Por otro lado, el haplotipo SC01-1 muestra a2 su vez combinaciones donde
aparecen mujeres enfermas, aundque en menor nimero que SC01-2. SCO01-1/
SC31-1 tiene 2 mujeres enfermas y una sana; las mujeres enfermas son el
caso indice de una familia y su hermana, con quien comparte ambos haplo
tipos, La combinacién con SC31-2 muestra 3 mujeres con LEG y 3 sanas,
pertenecientes todas a diferentes familias. Cuando SC01-1 se combina --
con FC30-1 las dos mujeres observadas tienen LEG (ambas son hermanas
y comparten ambos haplotipos). La combinacién SC01-1/FC31-2 tiene una

mujer sana y una enferma.

El haplotipo con mayor frecuencia en el grupo de estudio es SC31-2 y es
asimismo el que muestra un mayor namero de combinaciones diferentes.
Dos de las combinaciones relevantes han sido ya analizadas. De las 12 my

jeres homocigotas para este haplotipo, 7 estdn enfermas con LEG, pertene-
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cientes a siete diferentes familias (82,90,105,106,119,120 y 142). De las
cinco mujeres sanas, 2 comparten ambos complotipos con el caso indice y

ambas son de diferentes familias (38 y 39).

Otras combinaciones de haplotipos en homocigocia se dan para FC31-2 -~
(una mujer enferma y ninguna sana) y para SC31-1 (un hombre y ningu
na mujer). Interesantemente la combinacién SCu42-2/SCy2-2 presenta sé6-

lo mujeres sanas (tres).

La combinacién $SC3i-1/5SC31-2 muestra una relacién de cuatro mujeres -
enfermas y dos sanas. Las mujeres enfermas pertenecen a las familias -
16,23,25,86 y 124; una de las enfermas proviene de una familia con més
de una enferma (fam. 16), sin embargo, es el Gnico caso en el cual la -
anferma no comparte ningln haplotipo con el caso Tndice (el fenotipo del -

caso indice es SC30-2/FC31-2).

Resumiendo, las combinaciones que sobresalen por su mayor frecuencia -
en mujeres enfermas son: SC30-2/5C31-2, SC01-2/SC42-2, SC01-2/5C31-2,
SC31-2/SC31-2 y SC31-2/5C31-1. De éstas, Onicamente SC01-2/SC42-2 y
SC01-2/SC31-2, muestran diferencias estadisticamente éignificativas entre
el nGimero de mujeres sanas y enfermas, con RR de 11.82 (p=0.038) vy --

14.7 (p=0.016) respectivamente. Tabla 18.

Algunas combinaciones resaltan, no por tener un gran nimero de mujeres

enfermas, sino por presentar un gran nGmero de mujeres sanas.

La combinacién SC#2-2/SC31~1 presenta nueve mujeres sanas y ninguna -

enferma.
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Asimismo, FC31-1/SC01-2 tiene cuatro sanas y una enferma, ain cuando
el haplotipo SC01-2 aparece preferencialmente en combinaciones de muje-

res enfermas.

Como ya se mencioné anteriormente SCH42-2/SC42-2 presenta tres mujeres

sanas y ninguna enferma.

La (nica combinacién que mostrd diferencias estadisticamente significativas
entre mujeres sanas y enfermas fué SC42-2/SC31-1. Esta combinacién se
encontré disminuida en mujeres enfermas, con un riesgo relativo de 0,057

(p=0.004).

Alrededor del 50% de los individuos estudiados se encuentran distribuidos
en combinaciones de haplotipos, donde las diferencias entre mujeres sanas,
mujeres enfermas y hombres, no se pueden analizar dado el bajo nGmero -

de individuos en esas celdas.

Poco se dijo de los hombres en este estudio debido a que el 100% de enfgr-
mos con LEG fueron mujeres y sobre ellas se enfoc6 el trabajo, No obs--
tante, llama la atencién que si revisamos la Tabla 15, en todas las combi-
naciones la relacién hombres/mujeres es aproximadamente de 50%, pero la

combinacién FC31-2/SC31-2 muestra que el 75% de sus miembros son hom-
bres. De las 4 mujeres observadas dos son enfermas y dos sanas, no --

emparentadas entre si.
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TABLA 18.~ PARES DE HAPLOTIPOS CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE MUJERES SANAS Y ENFERMAS.

SCo1-2
SC42-2 Otros
LEG 4 57 61 f.I = 0.038
SANAS 0 75 75 p = 0.038
4 132 136 RR= 11.82
SCo01-2
SC31-2 Otros
LEG 5 56 61 f, = 0.004
OTROS 0 75 75 p = 0.016
5 131 136 RR = 14.70
SCu2-2
SC31-1 Otros
LEG 0 - 61 61 f, = 0.004
SANAS 9 66 75 p = 0.004

9 127 136 RR = 0.057
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En el presente estudio se identificaron complotipos y haplotipas (complo-
tipos mds el aleio del gen de Glo 1) incrementados en el grupo de mujeres

con LEG y algunos otros disminuidos en este mismo grupo. El riesgo re~

fativo (RR) de cada uno de elios y Ia forma en que segregaron en la po-
blacién de estudio, los dividen en marcadores de predisposicién y marca-
dores protectores para esta enfermedad. Al primer grupo pertenecen ~-
SCo0t (RR=2.33, p<0.05) y SC30-2 (RR=7.71, p=0.033). Al segundo gru-
po pertenecen SCH2 (RR=0.37, p <0.05), SC42-2 (RR=0.35, p <0.05) y ~--

FC31-1 (RR=0.21, p=0.025). Dos variables fenotipicas de C4 se enccntra

ron también disminuldas en mujeres enfermas: CHA-4 {RR=0.42, p<0.05)

y CiB-2 (RR=0.43, p <0.05), ademés de la combinacién de haplotipos -~

SC42-2/5C31-1 (RR=0.061, p=0.004). Otras dos combinaciones de haplo-
tipos se encontraron aumentadas en mujeres enfermas SC01~2/SCiu2-2 y -
SCO1~-2/2C31-2 (RR=11.82, p=0.04 y RR=14.70, p=0.02, respectivamente).
A diferencia de algunos reportes de la literatura no se encentrd ninguna
asociacion enire alelos nulos para los genes de CAh y LEG, a pesar de ~-
que los dos marcadores de riesgo para padecer esta enfermedad encontra
dos en el estudio, incluyen alelos nulos para C8A (SC01) y para Cu4B --
(SCBO—Z). Ademés a excepcién de Ci#A~4 y CuB-2 ninguna otra variable
fenotipica para los genes de los complotipos o para el gen de Glo |, mos-
tré diferencias significativas en los grupos estudiados (mujeres sanas, -

mujeres enfermas y hombres).

El estudio mostré ademés la importancia de analizar a los compolotipos —-

junito con et alelo del gen de Glo | con que segregan. E! complotipo ~--

SCO01 que en la Tabla 2 se muestra significativamente incrementado en -~



mujeres enfermas, deja de mostrar significado estadistico at subdividirlo
en funcién de la variable fenotipica de Glo !. sin embargo, en la Tabla
13a podemos observar que la mayoria de las mujeres cuyo fenotipo inclu-
ye a SC01-2 y SC01-1, estdn enfermas (69% y 57% respectivamente). No
obstante, SCO01-2 tiene una mayor frecuencia en este grupo, aunque la -
diferencia entre mujeres sanas y mujeres enfermas con este marcador no

llega a ser significativo.

Segin lo anterior SCO01 por si mismo parece ser el marcador de riesgo -
para padecer LEG, incrementdndose el riesgo para los portadores de es-
te complotipo en combinacién con la variable fenotipica 2 del gen de Glo |

(SCo1-2).

o

Poir otiro lade, ¢! hapletipo SC30 que no muestra diferencias significativas
entre mujeres sanas y enfermas que lo llevan, muestra un incremento es-
tadisticamente significativo en las mujeres enfermas al combinarse con la -
variable fenotipica 2 de Glo | (SC30-2). 6 de 7 mujeres con este marca--
dor son enfermas con LEG (86%), mientras que sélo 2 de 6 mujeres (33%)
con el fenotipo SC30-1 lo estdn. SC30-2 es asi un marcador de predispo
sicion para que un individuo (mujer) que presente este fenotipo sea sus-

ceptible de padecer LEG.

FC31-1 es un haplotipo que ha diferencia de SC01 y SC30-2 se encuen--
tra disminuido significativamente en mujeres enfermas (15%) y que a seme
janza de SC30-2, no habfa sido identificado antes de dividirlo en funcién
de las variables fenotipicas de Glo 1. FC31-2 se encuentra dividido equi-

tativamente entre mujeres sanas y enfermas, 52% y 48% respectivamente.

90 -
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SC42 aparece también aumentado con significado estadistico en las mujeres
sanas, al igual que SC#2-2. Préicticamente todos los individuos positivos -
a SCu42 llevan la variable fenotipica 2 del gen de Glo I. Solamente 2 de --
las 32 mujeres con el complotipo SC42 son SCLIZ—‘I,‘ 1 enferma y una sana -
cohpartiendo ambos complotipos (hermanas); ningin hombre fué SCu2-1.

Ademés, la frecuencia fenotipica de SC42-2 es de 0.10, mientras que la de
SC42-1 es menor a 0.01. SC42-2 parece ser asi un marcador de proteccién
y SC42-1 pudiera ser incluso un marcador de susceptibilidad para padecer

LEG.

Seguramente la causa de que CUA-4 y Ci4B-2 se hayan encontrado disminui
dos significativamente en mujeres enfermas es debido a que SC42 se encuen
tra a su vez disminuirdo en este grupo y guc &s adem&s, el dnico marcador
en el que aparece esta combinacién. Esto es, el marcador protector identi
ficado es SC42 (SC42-2) y no las variables fenotipicas de los genes de Cu.
Su significancia puede deberse también a un probable desequilibrio de ---
unién entre CHA-4 y CUB-2, ya que CHUA-4 se combina solamente con C4B-
QO y C4B-1, ambas combinaciones en complotipos con frecuencias genotipi

cas menores a 13.

Un fenémeno semejante al anterior ocurre con las combinaciones por pares
de hapiotipos que aparecen incrementados en mujeres enfermas: SC01-2/ -
SCy2-2 y SC01-2/SC31-2. En la primera se encuentra combinado un marca
dor de predisposicién a LEG con uno protector y en la segunda, el mismo
factor de riesgo combinado con el haplotipo de mayor frecuencia genotipi~

ca en la poblacién estudiada.



Ademéds, los haplotipos més frecuentes en esta poblacién son justamente

los involucrados en estas asociaciones.

Esto parece indicar nuevamente, que el haplotipo de predisposicién es -
SC01-2, cuyo incremento en estas combinaciones es debido a la elevada

frecuencia de los haplotipos con quien segrega.

Apoya a lo anterior el hecho de que SC30-2, incrementado en mujeres -
enfermas, no es significativo en ninguna asociacién; lo cual puede deber
se a que a excepcién de la combinacién con SC31-2 (3 de 4 mujeres en-
fermas) ninguna otra combinacidén presenta frecuencias genotipicas eleva
das.

Por otro lado y en adicién a lo anterior, de {as i1 mujeres enfeirmas her
manas de los casos indice, 6 comparten ambos haplotipos con éstos, cua-
tro comparten sélo uno y una enferma mé&s no comparte ninguno con ellos.
E! haplotipo que comparten cada una de las cuatro hermanas enfermas con
el caso Indice son respectivamente SC01-2 (tres enfermas) y SC302. EI -
fenotipo de la mujer enferma que no comparte ning(n haplotipo con el --
caso indice es SC31-2/SC31-1, una combinacién que no mostré significan-
cia por si misma ni por sus haplotipos individuales. Esta enferma tiene
una hermana sana con quien comparte ambos haplotipos y el caso indice

de la familia lleva el marcador SC30-2.

La combinacién SC42-2/5C31-1, donde todas las mujeres observadas son

sanas, se justifica por si misma, ya que el haplotipo SC42-2 ademds de -

92 -



estar significativamente disminuido en mujeres enfermas, su frecuencia
genotipica es alta al igual que la de SC31-1. Esta es una combinacién

poco probable de observarse en mujeres enfermas.-

Ademés de los anteriores, ‘'se observaron haplotipos que sélo existen en
mujeres sanas o s6lo en mujeres enfermas, pero dado e! bzjo nimero de
individuos positivos para tales fenotipos no es posible incluirlos en el-

gun- tipo de anélisis.

Por otro lado serfa importante llevar a cabo, el seguimiento de las her-
manas sanas de los casos indice que comparten con éstos ambos haploti
pos o alglin marcador identificado como de predisposicién, ademés de -
otros estudios para observar si en estas personas existe alguna altera-
cién inmunoldgica, e inclusive extender el anélisis a los marcadores del
sistema HLA, esperando cbtener una definicibn més clara de los marca-

dores de predisposicién al LEG, semejante a la que se obtuvo al utilizar

las variables fenotipicas de la enzima eritrocitica Glioxalasa | {Glo 1).

- 93 -
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Los complotipos como marcadores de! Complejo Principal de Histocom-~
patibilidad (MHC) son herramientas Gtiles en el estudio de la etiolo-

gia del Lupus Eritematoso Generalizado (LEG).

La inclusién de el anélisis de los alotipos de la enzima eritrocitica ~-
Glioxala 1| (Glo I) en la busqueda de marcadores del MHC que identi-
fiquen individuos con predisposicién genética de padecer LEG, permi

te hacer una mejor definicién de estos marcadores.

La forma en que se comparten los haplotipos entre los casos indice y
sus hermanos, en el grupo de estudio, no difiere de el patrén de he-

rencia mendeliano.

Los hermanos sanos comparien preterentemente uno o ningGn haploti-
po con el caso indice. Aquel que comparten, generalmente no perte-

nece a los marcadores identificados como de predisposiciéon genética.

Las hermanas enfermas comparten preferentemente ambos haplotipos -
con el caso indice. Los individuos enfermos que comparten sélc un -
haplotipo con el caso Indice, comparten generalmente haplotipos iden—

tificados como de predispocién genética.

Se identificaron como marcadores de predisposicién genética para pa-
decer LEG, los siguientes:

SC01 RR=2.33 p<0.05
5C30-2 RR=7.71 p=0.033
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El mayor factor de predisposicién genética es el hecho de compartir
ambos haplotipos con el caso indice:

RR=10.05 p < 0.005

Se identificaron como marcadores de proteccion genética, los siguien
tes:
SCy2-2 RR=0.35 P <0.05

FC31-1 RR=0.21 p =0.025
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