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INTRODUCCION 

El sistema del canplernento está constituído por más de 20 proteínas que 

actúan en fonra coordinada y cooperativa con el objeto de producir la lisis 

celular. Tres de estas proteínas: C2 y C4 de la vía clásica, y el factor B 

de la vía alterna, están codificadas por genes que se encuentran dentro del 

sistema HI.A, que en el humano se localiza en el brazo corto· del craoosana -

seis. 

Hasta este rromento no se han encontrado recanbinantes entl:'e los genes -

que codifican para C2, C4 y FB, los cuales se heredan en fonna de unidad ge­

nética por lo que se les ha dado el nombre de haplotipos del canplemento o 

canplotipos. 

La tipificación de los ant~enos del sistema. H1A es una prueba que se -

usa con el objeto de encontrar el donador ideal para un tt'ansplante, debido 

a que tanto el sistena H.lA CQ!'O los Ca!11?10tipos (el segundo sistema nág poli_ 

m?rfico que se conoce en el humano, despu~s del sistema HlA) y la enz:im eri_ 

troc~tica glioxal.asa I constituyen el Complejo Mayor de Histoccmpatibilidad, 

sería de gran utilidad la tipif icaci6n de los canplotipos en el progrania. de 

transplante. 

La frecuencia de los alelos cambia en las diferentes razas, por lo que 

W'\O de los objetivos del presente trabajo es encontrar dicha frecuencia en -

una poblaci6n in~gena me:-:.icana y en los mestizos mexicanos y canpararl?s -

con otras poblaciones. 
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Caro ya se menciun6, lo¡,; canpl.otipos están situados entre las regiones 

B y D/DR del sistema HlA al parecer más cerca de la regi6n D/DR, la cual re­

gula la respuesta :inmune • Creem::is que es importante determinar la frecuen­

cia de los alelos de los complotipos en la poblaci6n normal , para posterior­

mente hacer estudios de asociaci6n con enfermedad. 
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ANTECEDENI'ES Y GENERALIDADES 

EL SISI'EMA DEL COMPL'fl1Em'Q. 

El sistema del canplerrento juega un papel importante irmurológicamente 

ya que induce a una resistencia a las infecciones y a la patogénesis del te­

jido dañado. los productos de la activaci6n del complemento regulan varios 

eventos biol6gicos que incluyen la liberaci6n de mediadores para células p~ 

cursoras, con incremento en la permeabilidad vascular. La activaci6n de los 

ccmponentes del canplemento ~even también la contracci6n de músculo liso, 

la qu:imiotaxis de neutr6filos, células de oooonucleares y eosin6filcs y la -

inmunoadherencia de fagocitos. Otros efectos de la activaci6n del compleme_!! 

to incluyen solubilizaci6n de canplejos irmunes, lisis de membrana celular, 

neutralizaci6n de virus y la muerte de ciertas bacterias ( 1, 6 ,12) • 

La activaci6n del complemento puede iniciarse mediante dos vías: la vía 

clásica y la vía alterna, pero los dos sistemas de activaci6n del ccmplemen­

to se unen en la participaci6n de un importante canponente , la 100lécula C3 • 

Un in:lividuo con deficiencia de C3 es extremadamente susceptible a infeccio­

nes y clínicamente se parece a los pacientes con hipoimrunogloruJ.inemia. 

los componente de la vía alterna y de la v~a clásica participan en una 

cascada de reacciones proteolíticas que finalnente producen la lisis de la -

membrana celular. Las células que tienen mucho .icido siálico ro son lisadas 

por la vía alterna debido a que hay un 'aumento de la afinidad de C3b por la 

proteína H (que trae caro consecuencia un bloqueo en la activaci6n de la vía a:!_ 
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terr.a del ccmplemento) • Esto explica pon¡ué las bacterias que tienen ácido 

siálico en su cápsula son más patógenas, por Ejemplo: Streptococcus B del -

grupo III; Neisseria meningitidis grupos By C; y E. coli Kl. (1). 

Activaci6n de la Vía Clásica del canplemento. 
. . . 

La vía clásica del sistena del ccmplemento consta de rrueve canponentes 

y dos o tres inhibidores • El primer canponente comprende tres surunidades -

Clq, Clr y Cls (1,2,11). 

Para inicial' la activaci~1l de la v~ cl~ica del canplenento es necesa­

ria la interacción entr>e Clq y agregados de .i.rmunoglowlinas IgG e IgM (en -

forma de un Complejo Ag-Ac) (1,3,11). 

Dicha interacci?n lleva a la conversi?n de Clr y Cls a formas enz~-­

ticas activadas Clr y Cls, esto ocurre en presencia de iones calcio (1,4 ,11). 

CiS es una proteasa que tiene caoo sustrato a C4 y C2, y qÜe necesita -

iones de magnesio para poder> actuar sobre C2 • Cls :fr>ag¡nenta a C4 en C4a y 

C4b lo mismo hace con C2. 

CTs es inhibida por> una prote~a del suero llamada Cl INH ( 8) • 

El fragrrento C4b se une con el fraf;rento C2a para formar un complejo -

llanado convertasa C3 (C42) (5). La convertasa C3 (C4b2a) es anulada por -

la canbinación del efecto de C4b y de la proteína I. La convertasa actúa -

sobre C3 produciendo un pequero frag¡¡ento C3a que es una anafilotoxinu y -

otro frag¡nento largo C3b. 
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C3b puede ser inactivado por dos proteínas la I y la H (9). 

C3b se une a C42, formando la convertc'lsa es (C4bC2aC3J:::), que actúa sobre 

CS fragmentándolo en dos partes: CSa y CSb. esa es una anafilotoxina y un -

canponente quimiot~ctico para leucocitos. 

El fragmento CSb se une a es y C7 formando el canplejo e6CSbC7 (el cual 

puede atacar en otro sitio de la membrana); a dicho canplejo posterien!V3Ilte -

se unen ca y C9 , que una vez unidos van a producir la lisis celular ( 6) • 

~ 

/lctivaci~n de la Vía Alterna del Carplemento, 

La vía alterna del sistema del COll'plemento o v~a de la properdina, con­

siste en la activaci6n de C3, lél. cual ocltt're en ausencia de C2, C4 y Cl; es­

ta activaci?n puede ser producida por polisa~iclos de levaduras, bacterias 

y ciertos ~itos, endotoxinas y alguros caiq>lejos insolubles. 

Pare que la vía alterna del sistema del ccmplemento se lleve a cabo se 

requieren algunas proteínas que incluyen al factor B, el factor P (properoi­

na) y ura proteína similar a e2 que es D, la cual es una enzima. 

En presencia de iones de magnesio el factor D divide al factor B en FBb 

para que junto con C3b formen la convertasa C3 de la v~ alterna Cabilli. 

La convertasa C3 divide a C3 ~ C3a y C3b. Cuando se incorporan varias 

C3b se forman la convertasa es en forma ~oga a la convertasa es de la vía 

clásica. Cerro la adici6n de roléculas de C3bBb puede frag¡rentar más C3, 
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existe una amplificación de la activación del Canplemento. Para regular es­

te proceso en la vía alterna actúan las proteínas H e I que inhiben a C3b -

(9 ,10). 

La convertasa de la vía alterna (C3bBb) es un estabilizador de la pro-­

perdina ( 7) • 

Se siguen los misrros pasos de la v~a cl~sica, produciendo finalmmte la 

lisis celular. 



- 7 -

TABLA I 

PROPIEDADES FISICDQUIMICAS DE LAS PROTEINAS DEL 
SISTEMP DEL COMPLEMENTO 

PROTEINA P.M. en DAL TONES MOVILIDAD CDNCENTRACIDN 
ELECTROFORETICA EN SUERO (ug/ml) 

Clq 390,000 Y2 70 
Clr 95,pOO 13 35 
Cls 87,000 ª2 35 
C4 209,000 13 ¡ 430 
C2 117,000 132 30 
C3 190,000 a i <l,200 
es 206,000 S 1 75 
CB 128,000 ª2 60 
C7 120,000 ·a2 55 
ca 163,000 y 80 
es 1 

79,000 a. 160 

VIA ALTERNA 

P(properdina) 223,000 Yi 25 
o 25,000 a. 2 
B 100,000 

ª2 
40 

PRDTEINAS 
CONTROL 

Cl INH 105,000 ª2 180 
1 (C3b INA) 90,000 132 50 
H ( SIH) 150,000 ª1 520 
C4-bp 1200,000 a 250 

(1). 
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EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD. 

El crom:>sana 6 tiene aproximadamente 150 centinorgans* de longitud. En 

el brazo corto del crom:>soma. 6 se localizan los genes que codifican para los 

antígenos del sistema HI.A (antígenos de histocompatibilidad); los genes de -

las enzimas GL0-1 y PGM3 (glioxalasa I y fosfogluccmutasa 3) y los genes que 

codifican para las proteínas del compleirento C2 , FB, C4A y C4B, además de -

otros genes. 

La GLO-I es una enzima intracelular que generalmente se estudia en los 

eritrocitos; esta enzima cataliza la conversión de rretilglioxal y gh1tatión a 

s-lactoil-glutatión. La PGM3 es una enzima intracelular que generalmente se 

estudia en leucocitos; esta enzima es importante en el metabolism:> anaerobio 

de la glucosa (hace una translocación del grupo fosfato del carbono 1 al car­

bono 6 de la glucosa) • 1.os genes de la GLO-I se encuentran cerca al sistema 

HIA, y la GLO está localizada más allá del HlA-D casi a 6 cent:Urorgans del -

HIA-B. La PGM3 está a 15 cent:imorgans del HlA-B (13). 

1.os R.oú del H1A fueron asignados al brazo corto del crom:>sana 6 en ba­

se a estudios realizados en una familia en la cual el brazo corto y largo -

de este cronoscrna estaban invertidos cerca del centrómero. También se hici~ 

ron estudios de cultivos de fibroblastos conteniendo una translocación recí­

proca entre el brazo corto del crarosoma l y del crooosoma 6 , fusionados con 

una línea de células de hamster de China, y estudios del croooscrna 6 en ter~ 

tanas. La distancia entre el locw. para el HlA-B y el Hl.A-D es de un centi-
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rrorgans. 

Las proteínas del sistema del ccrnplemento C2, FB, C4A y C4B, son codifi:_ 

cadas en el cruoosoma 6 por cuatro genes. El .f.oc.U6 estructural para el FB 

está lllJY cerca del HIA en el hombre, lo cual se 1leg6 a determinar debÍdo a 

que inicialmente se hicieron estudios en familias y que no se demostr6 en~ 

cruzamiento entre el HI.A y el FB; sin embargo, estudios posteriores mostra-­

ron que sí había entrecruzamiento entre el HI.A y el FB. El .f.oc.M estructu-­

ral para C2 incluye un alelo deficiente y también se ha demostr•ado que se 

encuentra cerca del HI.A, debido a que no se ha encontrado entrecruzamiento -

entre C2 y el FB. Se piensa que los .f.ocl de C2 y FB son producto de una du­

plicaci6n en cascada del gen, porque estudios en familias y (por) análisis -

de la secuencia de aminoácidos han deirostrado una semejanza estructural ~ 

de entre C2 y FB. Los .f.ocl de C4 est~ muy cerca del HI.A, la cercanía del -

.f.oci de C4 al HI.A fue deducida por estudios de familias deficientes de C4, -

los alelos nulos de C4 pueden identificarse por inmunoelectroforesis cruzada 

(11). 

El MHC es una regi6n genética en la porci6n iredia del cranosoma 6, y -

que comprende aproximadamente 7 unidades reccrnbinantes o cM (centinorgans) y 

que contiene a los .f.ocl HIA-A, -B, -C, D-DR, a los del canplemento (C2, FB, 

C4A, C4B) y los de GLD. Cada uno de estos .f.oci es polim6rfico y todos son 

heredados couo unidad por lo que se les llama haplotipos: (13-15). 



GENES DEL CMH 

BRAZO CORTO DEL CROMOSOMA 

6 HUMANO 

--5 CENTIMORGANS---.-2CENTIMORGANS-t 

GLO O DR B C A 

C2 FB C4A C4B 

CLASE ]I[ 

{12, 15 y 16) 
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Los productos de los genes del 01H controlan el reconocimiento antigé­

nico, la producci6n de Ac, la proliferaci?n de linfÓCitos, la toxicidad y la 

supresi6n de la respuesta inmune a través de 3 tipos de rroléculas presentes 

en la superficie de las células (15-16). 

las m:iléculas de clase I son importantes sobre todo en la fase efectora 

de la inmunidad, estas m:iléculas son codificadas por tres toc..l A, B y C los 

cuales se localizan en el brazo corto del craiosoma 6 en el humano. U:ls an-

t~enos (Ags) de los genes del HIA (A, B y C) se expresan en todas las c~u­

las nucleadas del cuerpo y en plaquetas. Las rroléculas de clase II son 

importantes en el reconocimiento o iniciaci6n de la fase de respuesta inmune 

. Ia, estas npléculas son codificadas en la regi6n HIA-D, que se encuentran en 

el brazo corto del craJOsoma 6 humano y son llamadas HIA-DR (ooléculas aso-­

ciadas a D). Los Ags DR se expresan en linfocitos By linfocitos T activa­

dos. 

Los macr?fagos presentan Ags a tra~s de l.as ool~culas Ia a c~ulas T y 

a células B. Ahora bien, CO!l'O resultado de la interacci6n de macrofagos y -

células T a través de las 100lécula Ia se generan células T de ayuda y célu-. . 

las T efectoras. Del balance de la interacci?n célula-célula (macrofagos y 

linfocitos T y B) resulta la irurunidad celular, los efectos citot6xicxis y -

las reacciones de hipersensibilidad retardada. Un ejemplo de este tipo de 

respuesta es el recl)azo a los transplantes (17). 

La regulaci6n de células T es muy :importante en enfermedades autoinnu-
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nes. Por ejemplo, en individuos con lupus eritematoso generalizado existe 

un desequilibrio en células T supresoras (18) . Además en enfenredades ta­

les caro lupus eri terna.toso, artritis reumatoide, esclerosis mú1 tiple, enf~ 

medad de Addison, S~ana de Kaposi y SIDA existen manifestaciones inmuno-

16gicas que tienen un desequilibrio inmune com::> un importante mecanisrro pa­

t?geno (19). Estas enfermedades que muestran un desequilibrio inmunol6gico 

o perturbaciones de la regulaci6n inmune han sido descritas caro enferneda­

des con un componente genético, por lo que la suceptibilidad a algunas en-­

fermedades está asociada a los alelos de los genes del CMH. 

Los genes de la respuesta inmune son importantes en determinar si hay -

una respuesta irirro.me a un Ag en particular. Sin embargo, los antígenos vir~ 

les pueden combinarse con Ags de la clase I del CMH en la superficie de las 

c~lulas y presentan una al teraci6n del misrro virus que infecta ~ulas, para­

sitan la porci?n interna de los Ags del HI.A de la clase I y producen cambios 

conformacionales • Sin embargo, algunas veces el húesped puede detectar el -

cambio en los Ags y eliminar las células infectadas por virus . Cuando las -

células infectadas no 'puede~ ser eliminadas , estas pueden estimular clonas -

de células T, 

Otra funci~n de los Ags del 01H es que dichos Ags tienen sitios de re­

conJCimiento de prote~s que están clirectanente involucradas en la interac­

ci6n célula-célula en la fonnacic?n de 6rganos en el embri6n. A continuaci6n, 

se muestra un cuadro con las funciones de los genes del CMH. 
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FUNCIONES DE LOS GENES QUE FORMAN EL CMH 

l. - Regulaci6n de la p:r00ucci6n de Ac huroora.les • 

2.- Regulaci6n de la p:r00ucci6n de célula T de ayuda 

3.- Regulaci6n de ciertas respuestas innunes. 

4 .- Regulación de la reacci6n de injerto contra Mesped (GVHD), 

5.- Biosíntesis de los canponentes del complemento 

6, - !a. vigilancia imune. LJ:>s Ags codificados por ésta regi?n 

pueden servir cano sustrato para la eliminaci?n de pat6genos. 

7.- Marcadores para la identificaci6n de genes involucrados en la 

patogénesis de varias enfermedades, sobre todo de enfermedades 

autoinmunes. 

8.- Regulación de embriogénesis. 

9.- Regulación de la síntesis y niveles de horm::inas esteroides (15), 



Tabla II. 

FJil1PLOS DE PADECIMIENTOS ASOCIADOS Af.. 01H 

Antígeno Enfermedad Ccrnentario RR. 

A3 HEMOCROMATOSIS Herencia :recesiva con más del 95% 4 
de penetrancia 
Hap. A3, Bl4, BFF, DRw6. 

B27 ESPOtlDILITIS Todas las poblaciones 90 
~QUII.DSANl'E 

B47 HIPERPI..ASIA Inicio tan:Jío B14-DR1. 15 
ADRENAL CONGENITA 

DR7 PSORIASIS DR7 en caucásicos, también 43 
asociado a Cw6. 

DR4 DIABETES El DR3 asociado con el tipo II 6 .... 
DR3 ME1LITUS y el DR4 con el tipo I. 3 .¡:' 

DR4/DR3 33 1 

BB-DR3 HEPATITIS Especialmente en mujeres jóvenes 2 
CRONICA ACTNA 

BB-DR3 MIAS'IDJIA GRAVIS La asociación var!a con la :raza 3 

DR3 ENFERMEDAD Herencia :recesiva, también asociada 17 
CELIACA a DR7. 

DR2 ESCLEROSIS Caucásicos 4 
MULTIPLE 

(20) . 
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PQL]}l()RFISMO Y COMPLOTIPOS 

El polirrorfismo gen~tico es la propiedad que tienen los genes de adqui­

rir varias formas conservando su naturaleza. 

El polirrorfi5rr0 se ha podido conocer, sobre todo observando la rrovili­

oad electrofo~tica de las proteínas que son codificadas por los genes. 

Así por ejemplo: se ha podido observar el pol:inorfismo del gén de la trans­

ferrina, de la heiroglobina, de los grupos s~eos, de las proteínas del 

ccrnplerrento, etc. 

El polirrorfisno de prote~as en animales se debe principalmente a fac­

tores a.imples pero muy importantes tales caro: dieta, sobrepoblaci?n, t~ 

ratura, etc. 

Las poblaciones idénticas est~ sujetas a diferentes tipos de selección 

y la frecuencia de varios genotipos se determina en funci6n del tiempo (21). 

Un Pjemplo de la selecci?n del pol:inorfiS!JO es proporcionado por un es­

tudio de un trabajo roso, en el cual utilizaron inversión de crarosanas (po­

~rficos) en "Drosophila funebris" (22), el indice de inversión en la l~ 

lidad es del 50%, pero en tres 100ses bajó al 10%, indicando con esto una 

fuerte selección en contra de la inversión. A1.uYJ.ue los bajos niveles de -

inversi6n sugieren alguna pequeña ventaja selectiva al heterocigoto. 

Por otra parte se ha observado en algunas localidades que la inversión 

es baja en la primavera y alta en el atoro (23). Esto sugiere que la selec-
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ci6n del polimorfismo también depende de la temperatura. 

Otros investigadores hicieron estudios introduciendo nuevos genes en una 

poblaci6n de faisanes salvajes "Phasianus calchicus" el cual es un faisán na­

tivo de Illinois que es monom6rfico para la transferrina. los genes que in­

trodujeron fueron de la cepa de un g·allo que es polim:5rfico para esta proteí­

na (24) con la finalidad de obtener en los años siguientes un heterocigoto -

para el polimorfismo de la transferTina. Sin embargo, oo fue posible ver si · 

existía un incremento en el nuevo gen de transferTina CF1>, el cual se encue_!! 

traen una frecuencia relativamente alta en los faisanes de !<ansas, y esto se 

puede deber a una adaptaci6n de los genes. 

El uso del polimorfism::> de proteínas puede ser la soluci6n a problemas -

prácticos, coro el valor real de la introducci6n de nuevos genes en poblacio­

nes nativas, ya que existen evidencias de que la introducci6n de nuevos genes 

ocasiona una desastrosa baja de dichas poblaciones (21). 

Las variantes raras del polimorf ism::> de proteínas favorecen la resisten­

cia a la infecci6n (25), ya· que los agentes infecciosos rara vez encuentran -

dichas variantes, y esto hace que no tengan oportunidad de adquirir una forna 

de atacar al hu~sped. Por lo que la diversidad del polill'DrfiSJID puede salvar 

a una poblaci6n de la extinci6n por algún agente infeccioso. 

Se ha probado que en el humano varios polimorfiSJIDs de proteínfs llevan 

la resistencia a la malaria, esto incluye el polimorfiSIOCl de henoglobinas 
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(HbS) y posiblemmte varias herroglobinas anormales (26), deficiencia de glu­

cosa-6-fosfato deshidrogenasa (27), y enzimas que determinan el nivel de MP 

en eritrocitos (28). 

La dcminancia de algunos genes es un factor importante en la resistencia 

a enfermedades. Por ejemplo la heiroglobina, en el caso del heterocigoto que 

tiene la HbS, el cual combina la HbS con la HbA para resistir la nalaria y -

evitar las consecuencias de teneri únicanvante HbS. 

Existe un gran polinPrfiSJIO genético de factor B, de C2 y sobre todo de 

C4 (C4A y C4B). Este polinPrfiSTIO se ha detectado por medio de :inmunoelec-­

troforesis en gel de agarosa para FB y C4 , y para detectar el pol:iJrorfiSJro -

de C2 se ha utilizado la t~cnica de electroenfoque en gel de poliacrilanú.da. 

(30), 

El primero en descubrir el polinorfism::> del FB fue Alper (30), Haciendo 

uso de :inrrnmoelectroforesis en pH 8 , 6 , obtuvo 4 bandas diferentes de FB y que 

fueron nanbradas se~ el desplazamiento electrof~tico de que presentaban -

dichas bandas. A una de ellas se le llamS FBF (por "fast"=rápido) a otra se 

le design6 cono FBS (por "slow"=lento). La diferencia entre el FBF y FBS coE_ 

siste en el desplazamiento de las bandas por una posici6n electroforética; 

otra de las bandas fue llamada F 1 , esta banda se desplaza a una posici6n ele~ 

trofo~tica más hacia el ánodo que la variante F (30). A la banda que se de~ 

plaza más lenta que la variante S fue denaninada S:}.' la cual se encuentra a 

una distancia más cat6dica que la posici6n elect:rofo~tica de la barda S. 
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Las variantes más COllUll1es son F y S, mientras que las variantes raras son F 
1 

y s1 . Estas cuatro variantes del FB, que se obtienen por electroforesis , 

se muestran en la figura 2 • 

+ 

Fig. 2. 
Variantes del FB que se 

F. 
obtienen por inrm.moelec-

troforesis en gel de aga-
s 

rosa de pH 8 .6 

Las variantes ccmmes del factor B, F y S se localizan en el ~nto 

Ba del factor B, mientras que las variantes raras F 1 y s1 se han encontrado 

en el fragmento Bb del factor B (31), y la mayoría de otras variantes raras 

se encuentran en el fragmento Bb (32). El fragmento Ba parece idéntico pa­

ra las variantes F y S pero probablemente existe una mutación puntual y la 

diferencia entre estas dos formas genéticas del factor B es una sustituci6n 

de aminoácidos. 

El pol.iJoorfisno del FB ha sido <iescrito en otras especies.caro ei Mono 
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Rhesus (33), en el cobayo (34), el ratón (35), y en el chimpancé (36). 

Se ha desrostrado que en ~fhumano el órgano que sintetiza nás factor B 

es el hígado (38). 

En estudios realizados con familias se ha observado que·el FB se hereda 

en forma autos6mica codaninante (37). 

Haciendo estudios en diferentes rezas para determinar la frecuencia de 

las variantes del FB, se ha observado que en el caso de los caucásicos, la 

variante que tiene una mayo:ri frecuencia es el FBS; mientras que en la raza 

negra la frecuencia mayo:ri corresponde al FBF. Esto quiere decir que la fre-· 

cuencia de los alelos es caracte:riística de cada raza, corro se puede obser--

var en la tabla III. 

Tabla III 

FRECUENCIAS DE LOS ALELOS DEL FB EN DIFERENrES FNU>S. 

GRUR'.l FBB FBS FBF1 

Negros Norteamericanos 0.512 0.437 0.051 

Negros Africanos 0.655 0.282 a 

Orientales Norteamericanos 00.110 0.890 

Germanos 0.174 0.808 

Blancos Norteane:riicanos 0.278 0.709 

Caucásicos Europeos 0.174 0.808 

a 

o.o 
0.013 

0.009 
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El polimorfisJD::> de C4 en humanos ha sido desc:r>ito por Rosenfeld y cola­

boradores (39). 

O 'Neill y sus colaboradores · usando la técnica de inmunoelectroforesis 

observaron que los fenotipos no correlacionaban con el JOOdelo de un solo -

loc.u4, por lo que propusieron un nodelo ron dos lou (40) y estos dos lou 

de C4 se encuentran uro IIUlY cerca del otro; uno de ellos marca reactividad 

para el antígeno chido y el otro para el antígeno Rodgers (41). Sin embargo 

en el sisterra de O 'Neill no fue posible detectar heterocigotos, pero hacien­

do uso de una iranunoelectroforesis cruzada fue posible determinar heteroci­

gotos y hcrnocigotos de C4 (42). 

Con la finalidad de unificar la narenclatura y reconocer algunas varian­

tes de C4, se ha propuesto una nanenclatura de alotipos de C4 revisada por el 

DI Workshop Internacional para la Genética del Canplemento, realizado el 15 -

de julio de 1982 en Boston. Esta nanenclatura se basa en el desplazamiento -

de las proteínas en una electroforesis de gel de agarosa y posteriormente in­

JIUll10fijaci?n con el suero anti-C4. Las proteínas que migran más hacia el -­

án::x:lo (más c'.icidas) son llamadas C4A, y las proteínas que migran menos (más -
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básicas) son llamadas C4B. Ambas prote~ llevan varios patrones. 

FRECUENCIA DE ALELOS DE C4A y C4B en•CAUC.ASICXlS 

C4A QO 1 2 3 4 5 6 7 

FRECUENCIA 0.191 0.009 0.054 0.630 0.075 0.001 0.035 0.001 
·''~'.', ·"' 

C4B QO 1 2 . ···>.3··. 4 
-'.,.·,~. ',·.:: .. :'.e~ 

FRECUENCIA 0.104 0.743 0;118. 0.02 0.009 

81 B2 83 84 BS B6 B7 Al A7 A2 A3 A4 AS A6 

Fig. 3. Variantes electroforéticas de C4A y C4B. 

los alotipos están clasificados por un sistema num~rico de Al al A6 en 

el caso de C4A, y pára C4B de Bl al B7. El incremento en la des:i.gnaci6n -

numérica es según el desplazamiento de las bandas del cátodo al ánodo, caoo 

se observa en la figura 3 • Ahora para simbolizar los alelos se hace de la 
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siguiente manera: para el alelo A3 de C4, y para el alelo Bl de C4 teneroos: 

C4A3 y C4Bl. En el caso de que C4A no se expresa, se simboliza cerno: C4AQO 

y se hace de la misma manera para C4B en la descripci6n genotípica, los al!:_ 

los son separados por una cana, por ejemplo, C4A3 ,2B2 ,l. Cuando el .f.oc.Wi -

tiene una duplicaci6n se simboliza por repetici?n del síml::olo del locu.6 : -

ejem., C4A2 B2Bl/C4A3Bl (43). 

El polinorfismo de C4 ha sido demostrado en el cobayo ( 34) • Hace algu­

nos años se deScubrieron las proteínas del suero de rat6n y les llamaron Ss 

(por "senun substance") (44). Por métodos inmunoq~oos y funcionales se ha 

deroostrado que la proteína Ss es C4 en el rat6n (45). 

El pol:im:>rfismo genético de C2 humano fue descubierto usando la técnica 

de electroenfoque de suero humano en gel de poliacrilamida y en posterior -

revelaci6n utilizando un gel de agarosa conteniendo eritrocitos de carnero -

sensibilizados y suero deficiente en C2. 

Una de las variantes que se obtienen es llamada C2C (por "conm::m"=canun) 

otra es llamada C2B (por 11basic"=básica) esta variante esta muy cerca al cá­

todo; y la otra es C2A (por "acidic"=ácida) la cual esta muy cerea del ánodo 

(46). La frecuencia de esta variante se muestra en el siguiente cuadro: 

Blancos C2C 0.95 C2B 0.04 C2A 0.01 

C2 se hereda en forma autos6mica coclcr:iinante (47). 
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La síntesis de C2 en el humano es por m::mocitos de sangr>e perif~ca y 

es parcialnente controlada por' linfocitos (48). 

En una poblaci~n al azar se enconm? ·que el l.2% de individuos son 

hcm:>cigotos deficientes de C2. Esta de.ficiencia es debida a un alelo nulo 

del loc.w. estructural de C2. ( '+6) • 

El polinorfismo de C2 ha sido descrito en otras especies cQrO: el chim­

pan~ (36), en el cobayo (49), en el Hámster (50) y en el nono Rhesus (51). 

El polinorfismo de la glioxalasa lia sido descrito en el humaoo y ·cons~ 

te en dos alelos heredados en forna autosánica codc:minante: GJ.D-1 y GI.D-2 -

(52). El loe.uh de la GUJ ha sido descrito también en el rat6n (53), y se -

sabe que está asociado al Complejo Mayor de Histocanpatibilidad (54). En el 

hurnaro la GLO esta situada a 6-cM del Hl.A-B hacia el centzúnero del croroso­

ma 6 ( 55). Los .tocú de GLO y los antígenos de Histocanpatibilidad tienden 

a estar ligados a lo largo del tiempo a pesar de que existe una larga dist~ 

cia de recanbinaci6n entre ellos , alguoos alelos de Gl.O y HIA se encuentran 

en desequilibrio de uni6n (55, 56). Este desequilibrio es diferente para la 

poblaci6n normal de la poblaci6n enfema, por lo que se sugiere la existen-­

cia de genes susceptibles a la enfermedad ( irrnuno-respuesta) entre los .t..ocú 

de H1A y Gl..O (57). 

A continuación ,se muestra un cuadro con mcuencias de Gl.O. 

Población 

Caucásicos 

Orientales 

GL0-1 

0.432 

0.132 

Gl.0-2 

0,568 

0.868 

(58). 

(59). 



- 24 -

El pol.i.norfisrro de la glioxalasa se observa haciendo una electrofore­

sis del lisado de gl6bulos rojos en acetato de celuloE:a, revelada con meti_! 

glioxal y glutati6n. Las bandas que se observan en la electroforesis se -

rruestran en la figura 4 (60). 

GLO-I 

Fig. 4. - Pol.i.norfisrro de glioxalasa 

los loú para las proteínas del complemento C2 , FB y los dos loú para 

C4 (C4A y C4B) se encuentran muy cerca uno del otro. Se han hecho varios -

estudios de meiosis y no se ha detectado entrecruzamiento entre estos cua-­

tru loú este hecho sugiere ·que los alelos de FB, C2 , C4A y C4B son he~ 

dados caro una unidad genética en forna de haplotipos, de la misma manera -

que ocurre con los alelos del sistema Rh y MNS en canbinaciones específicas 

no predichas por las frecuencias génicas. Debido a que los haplotipos del 

complenento se heredan en forma de unidad genética se les ha dado el nanbre 

de "Canplotipos" (13-17). 
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Los cqnplotipos tienen un orden para escribirse. Primero es el FB, -

despu~s C2 y por últirro C4A y C4B, por ejanplo un canplotipo c~ en cau­

cásicos es: FB S, C2 e, C4A 3, C4Bl; y esto se abrevia: SC31. Los alelos -

nulos son designados "QO" (por quiantity zero), o su forma abreviada "Q". -

caro en: SCOl. Y otra variarrte de FB es designada FBFQL (por quantity 

lCMered) (14). 

Uso de los Ccmplotipos. 

Existen variias dificultades para asignar los Haplotipos del HlA en los 

pacientes que van a ser transplantados. Por ejemplo: el HI.A-C es un l.oc.U6 

que no es lTO.lY infornativo debido a que existen ruchos blancos. 

Por otra parte existen dificultades a nivel de laboratorio para asignar 

el HlA"-DR y el CML. Esto ocurre sobre todo en pacientes que van a ser s~ 

tidos a transplante de médula ~sea ya que la mayor~a son..ca.sos de anemia 

apl~ica y presentan resultados que dan falsos negativos en el CML (61), ad.e 

~ de que el número de linfocitos es bajo y m es posible tipificar el 

HIA-DR. Y los pacientes con leucenia presentan un incremento en las cuentas 

por minuto en el CML (62). Todos estos factores dificultan la asignación -

del donador ideal. 

Se ha podido carg;>robar que los canplotipos confirman los resultados del 

asignamiento del Hl.A-D/DR o CML en \ll'la alta pxoporción caro lo nuestra la -

tabla IV. 
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Si se usan los canplotipos cano marcadores gen~ticos para ccmpnJbar la 

identificaci6n del HlA-DR se puede observar si existen recanbinantes, debi­

do a que los genes que codifican para las pnJte.ínas del ccrnplemento están -

nuy cerca del HlA-D/DR, cano se observa en la fig. s. 

Es importante la tipificaci6n de los canplotipos, de la glioxalasa-I y 

por supuesto del HI.A, ya ·que se sugiere que existen genes que predisponen 

a enfermedades entre los loe..<. del HlA y Gl.O, y ad~ de que se pudiere en­

contrar alguna as0ciaci6n entre los alelos de los canplotipos con alguna -

enfermedad (56). 

TABI.A IV 

INFORMACION QUE PUEDE PROPORCIONAR UN MARCAOOR SIMPLE O 

COMBINAt() CON OTROS 

MARCADOR INFORMACION 

HIA-B 78% 

HI.A-DR 48% 

COMPLOTIPOS 68% 

HI.A-A y B 83% 

HI.A, By DR 87% 

Hl.A-A, B, DR y COMPLOTIPOS 99% 



NB 

ND 

A= HLA-Al 

A= HLA-AW23 

C= HLA-A2 

D= HLA-A3 
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<XlMPROBACION DE UN RECOMBDWn'E USANIXl 

LOS <XlMPLOTIPOS 

CID 

A/C A2Cw5BW44DR7 C4A6BlC2CFBSGl.Ol/A B/C 

BS DR3 DW3 C4AQOB1 C2C FBS GL02 

CW4 Bw44(12) DR7 C4A3Bl C2C FBF GL02 

cws Bw44(12) DRS DWS C4A3Bl C2C FBS GLOl 

CW6 Bw57(17) DR7 DW7 C4A6Bl C2C FBS GLOl 

Fig. 5. La tipificaci~n del r::Mi en una ;familia, muestre a un individuo que 

presenta reccrnbinaci?n con HLAB/D. los ant~genos del H1A (A2Cw5Bw44) pertene-

cen al haplotipo C y el DR7 C4A6Bl FBS Gl.Ol al haplotipo D. (15). 
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MATERIAL Y MEl'OOOS 

OBTENCION DE MUESTRAS. 

Las muestras que se tipificaron fueron obtenidas de 6 familias norma-. 

les con 22 individuos (no enfenros) de una poblaci6n indígena Tzotzil (ma­

ya) del Edo. de Chiapas, Méx*., y de 23 inctígenas del miS!!O grupo étnico 

m pertenecientes a la familia, haciendo un total de 45 individuos. 

Las muestras de mestizos mexicanos se obtuvieron de B familias m:xica-

nas normales, y la otra parte de las muestras se obtuvieron de 5 familias -

que tenían un enfe:rno con dermatitis solar. Inicialmente pensa¡ros que po-­

dr~a existir alguna asociaci6n entre estos enfernPs y algún alelo de los -

conplotipos pero CO!lO no fue así, además de que los datos clínicos de estos 

enfernos eran confusos para c011sider>ar 'que realmente t~an D.S., conside-­

rairos que las nruestras de estas familias eran nomiales, con lo cual se tip_! 

ficc3n)n 13 familias de m:stizos con 140 individuos. 

* Los Tzotziles acitua.lmente se localizan en los municipios de Cinatolapa, 
Ocozocuatla; Fecpatan y las Margaritas , en el Edo. de Chiapas y consti tu­
yen uno de los grupos ~enas rn.,!Ís conFtervadoR de México (64). 



- 29 -

TIPIFICACION DE COMPlDTiros 

Factor B de la Vía Alterna del Canplemanto. 

A.- Introducción. 

El polilrorfiSJro del factor B y C4 se detennina mediante las técnicas de 

i.nrro.mofijaci~n y electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis es de 

alto voltaje y una vez finalizada, las bandas de la proteína. en cuestión se 

fijan mediante anticuerpos específicos. Los geles son posterionnente lava-­

dos con soluci~n salina isotónica para rerrcver las proteínas no fijadas, po! 

terionnente se secan y se tiñen con una tinci6n cormín para proteínas coro es 

el azul de Coomassie. 

B.- Equipo. 

1.- Cáinara Deluxe para electroforesis Gelman Science. 

2.- F\lente de poder Deluxe Gel.man Science. 

3.- Bomba de agua circulante Thomas Scientific. 

4.- Centrífuga C0-500 Dam:in/JEC Devision. 

5.- Balanza analítica Sartorius. 

6.- Agitador magnético con platina de•calentamiento. 

C.- Material. 

1.- Rectángulo de película de plást.ico de 10x20 (Gel Bond Film Marinc­

Calloids. Maine. USA). 
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2.- Placas de vidrio de l0x20 cms. 

3 • - Marcos de pl~tico en forma de U. de l mn de espesor. 

4 • - Papel filtro tipo Whatman #1. 

5.- Aplicador de nuestras. 

6.- Micropipetas de 15 u1 y de 25 ul. 

7.- Sujetadores. 

D.- Reactivos. 

1.- Am:lrtiguador de Barbital y lactato de calcio pH 8. 6 O. OSM. 

2 .- Agarosa Sea-Kem Marine Calloids Maine USA. (se prepara al 1% en 

agua bidestilada). 

3.- Soluci6n salina al 0.85%. 

4.- Glicerol 

5.- Soluci6n de Azul de Coomassie al 2.5% (en una sol. de 45% de meta­

no!, 10% de Ac. acético en agua) . 

6.- Metanol al 50% en agua destilada + la Sta. parte del volumen total 

de Ac. acético. (Soluci6n decolorante). 

E.- Material Biol6gico. 

l. - Plasma Er1l'A obtenida de 5 rnl de sangre. 

2.- Una alícuota de henoglobina humana. 

3.- Anticuerpo anti-factor B. Atlantic Antibodies. Scaroorough, Mo.USA. 
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F.- Técnica. 

1.- Preparaci6n de la placa del gel de agarosa. 

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una capa fina de -

glicerol, irunediatamente colocar la película de plástico y presionar 

para sacar las burbujas de aire. Posterionnente colocar el marco de 

plástico en forma de U el cual se fija a la placa mediante los suje­

tadores, una vez lista la cámara vaciar la soluci6n de agarosa calie_!! 

te y se deja solidificar. Ya que solidific6 el gel, quitar los su­

jetadores y el marco de plá::itico, secar con papel filtro la zona don­

de se aplicarán las muestras. 

2.- Aplicaci6n de las muestras. 

Utilizando el aplicador de muestres depositar 15 u1 de plasna (se -

pueden correr 9 muestras) reservando un espacio para la aplicaci6n -

de hemoglobina nonnal que sirve cano marcador visual. 

Colocar la placa en la cámara de electroforesis con las muestras hacia 

el cátodo, mediante el papel filtro tipo Whatrnan conectar la placa con 

el amortiguador de corrimiento que previamente se vaci6 en los canpar­

timientos de la cámara de electroforesis (800 m1 en c/u). 

3 . - Corrimiento de las muestras • 

Correr la placa a 300 volts utilizando el sistema de enfriamiento; y 

detener el corrimiento una vez que el marcador de hemoglobina haya -
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viajado 5 cms hacia el ánodo. 

4.- Irmn.mofijaci6n. 

Unifonnemente depositar 0.25 ml de anticuerpo anti-factor B humano s~ 

bre el gel en un área de 4 cns. de ancho, empezando por abajo del lllil!: 

cador de henoglobina. Incubar durante dos horas en una cámara húmeda. 

Al final de la incubaci6n, las placas son presionadas con papel abso!'. 

bente utilizancb un peso de 4 Kgs., durante 10 minutos, con el objeto 

de absorber las proteínas precipitadas en el gel en forma inespecífi-

ca. 

5.- Lavado y tinci6n. 

l.- Lavar con soluci6n salina el gel. 

2 • - Secar el gel con aire caliente. 

3. - Teñir la placa con soluci6n de azul de Coanassie. 

4.- Lavar la placa con soluci6n decolorante. 

5.- Hacer la lectura de la placa. 

El Cuarto Canponente del Sistema del Canplemento. 

A.- Equipo. 

El mismo que.se usa para el factor B • 

B.- Material. .. 
1. - Fibra de vidrio Corning Glass Works , N. Y. 
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2.- Placas de vidrio de 13x20 cms. 

3. - Todo el material restante es el misno que para determinar el fac­

tor B excepto que no lleva la película de plástico. 

C.- Reactivos. 

1.- Alrortiguador de fosfatos pH 6.8 y 5 milinolar de Na
7 

IDI'A (59) -

para diálisis. 

2.- Am:l:t?tiguador de col'I'imiento (59) 

Tris-Glicina/Barbital pH 8.8. 

3.- Agarosa de electroendosnosis mediana de INC PHAFMACEUI'ICAL CD.USA. 

Soluci6n de agarosa al O. 75%: de aroc>rtiguador de corrimiento. 4 ml. 

de EDl'A al O. 2 M. 

Agua destilada suficiente para completar 100 ml. 

4.- Soluci6n salina al 0.85%. 

5 .- Soluci6n de azul de Coanassie (la misma usada en FB). 

6.- Soluci6n decolorante (la misma de FB). 

D.- Material bio16gico. 

l. - Plasma EOI'A obtenido de 5 ml de sangre. 

2.- Hem::iglobina S. (no es necesaria). 

3.- Anticuerpo anti-C4 humano. 

4. - Neuraminidasa tipo VI. obtenida 
de Clostridium perfingens. 

Atlantic Antibodies, 
Sca:rborungh, Mo. USA. 

Sigma Chemicals Co. 
St. Louis Mo. USA. 
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E.- Técnica. 

1.- Preparaci~n de la muestra. 

Incubar 10 ul de la muestra, con 5 ul de neuraminidasa (10 U.), en un 

sistema de diálisis continua mediante 18 hrs., con un aroortiguador de 

fosfatos de pH 6.8. 

2.- Preparaci6n de las placas de gel. 

Colocar a la placa de vidrio el marco de plástico y fijarla haciendo 

uso de los sujetadores. Posterionnente, agregar la soluci6n de ag~ 

sa caliente y dejar enfriar. 

3 • - Aplicaci6n de las muestras. 

Una vez solidificado el gel de agarosa, secar el área donde se apli~ 

rán las muestran utilizando papel tipo Whatman. Haciendo uso del -­

aplicador de muestras depositar 10 ul de plasrra EVI'A tratado con neu-

raminidasa y poner 10 ul de herooglobina S que va a servir caro marca­

dor visual (se pueden correr 9 muestras) . 

4.- Corrimiento de las muestras. 

Llenar los dep6sitos de la cámara de electroforesis con 800 m1 del -

amortiguador <le corrimiento. Después, depositar la placa en la cáma-

' ra de electroforesis con las muestras hacia el ánodo y conectar la -
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placa con el aroortiguador usando caro puente el papel filtro tipo -

Whatman. Ahora, correr la placa a 30V x an x 6 horas, hasta que la 

herroglobina "S" haya viajado 7 ans. 

5.- Inmunofijaci~n. 

Una vez que termin6 la electroforesis, depositar uniformemente 0.5 ml 

de anticuerpo anti-C4 humaoo sobre el gel en una área aproxinadamente 

de 4 cms, por abajo del marcador visual de herroglobina s. Dejar in~ 

bar dos horas en una cánara húmeda. 

4.- Lavado y tinci6n. 

Se siguen los misnos pasos que para el factor B. 

El Segundo Canponente del Sistema del canplemento. 

A.- In~ucci6n. 

El polfo.:irfisroo de C2 es detectado usando la técnica de electroenfóque 

en una placa de gel de poliacrilamida y posterior ensayo herrolítico -

con G.R. de carnero sensibilizados y suero humano deficiente de C2. Las 

ban:ias se revelan al incubar a 37°C la placa de electroenfoque con los 

gl6bulos rojos y el suero. 

B.- Equipo. 

Equipo de electroenfoque. Multiphore Ll<B. 
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Balanza analítica. 

Centrífuga 

Estufa 

Lámpara de luz normal. 

Agitador magnético con platina 
de calentamiento. 

e. - Material. 

Sartorius. 

C0-500 rXnnan JEC Devisson 

National Meincke C.ompany. 

Placas de vidrio de 10x20 cm de 2 nm de espesor. 

Marcos de plástico de J Ox20 an de 1 nm de espesor. 

Marcos de plástico de 20. 5xll an de 1 nm de espesor. 

Sujetadores. 

Micropipeta de 10 ul. 

Pinzas. 

Termáretro 

Papel filtro tipo Whatman #1. 

D.- Reactivos. 

Acrilamida 

Anfolinas pH 5-8 y de 3.5-10 

Riboflavina (sol. al 1% en 
agua destilada) 

E.- Material bioi6gico. 

Eastman Kodak Canpany Printed USA. 

LKD Sweden, USA. 

BIO-RAD. La.boratories Richam::md, 
Calif. USA. 

PlaSJJE. EDTA proveniente de 5 ml de sangre. 
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SueIX> humano deficiente de C2. 

EritIX>citos de carnero sensibilizados (64). 

F.- Técnica. 

l.- Preparaci~n del gel. 

En un matraz colocar 40 rnl de soluci6n de acrilamida al si , 10. 8 

rnl. de Riboflavina al 1%, 2 ml de anfolina pH 5-8, 0.4 ml de an­

folína pH 3.5-10. Se mezclan y se degasifican. 

2.- Preparaci6n de la placa. 

Las placas de vidrio se limpian perfectamente con etanol. En -

medio de dos placas colocar el m3I'CO de plástico 1 mn de espesor 

y colocar los sujetadores, vaciar el gel en la placa y pol:i.rreri­

zar con luz nonna1. 

3.- Aplicaci6n de las muestras. 

Para la aplicaci¿;n de las muestras usar rectángulos de papel fi,! 

tIX> de dimensiones 0.5xl.5 cms, sittÉndolos a 3 nm de distancia 

uoo de otIX> y colocados a 2 • 5 cm de distancia del electrodo an6-

dico. Cuidadosamente aplicar tres microlitIX>s del sueIX> en cada 

rectángulo de papel fil tIX>, empapando unifonneroonte el papel. 

4.- Corrimiento de las ruestras. 

Coi.Ter las muestras a 1200 V durente cuatro horas. 
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5. - Preparaci6n del gel para revelar C2. 

A un matraz agregar 14. 5 ml de agarosa al O. 6\, 10 microlitros de 

suero humano deficiente de C2. Se calienta la soluci6n y cuando 

está a 70ºC, se agregan 14.5 ml de eritrocitos de carrero sensib_i 

lizados. 

6.- Ensayo herolítico. 

Una vez que ha terminado de correr la Jlllestra; colocar sobre la -

placa de electrocnfoque un marco de plástico ( 2 O. Gxll) , y cortar 
/ 

el gel sobrante. A esta placa que tiene las llD.lestras y el marco 

ponerle otra placa y colocar los sujetadores, vaciar el gel (para 

revelar C2) e incubar a 37°C por espacio de dos horas. Una vez -

finalizada la incubación se hace la lectura de la placa. 

7.- Fijaci~n de la placa. 

Glioxalasa I. 

Si se quiere conservar la placa para hacer lectura las veces que 

se quiera, se fija la placa con una solución de glutarldehÍdo al 

0.1% en PBS por 10 minutos; para ello quitar el gel de poliacri-­

lamida quedárrlose con el gel de agarosa e introducir la placa en 

la sol. de glutarldeJÚdo y dejar secar. 

A.- Intruducci611. 

La glioxalasa I es una enzima ei:•itroci'.tica que cataliza la conve_!: 
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si6n de nvatilglioxal y glutati6n a S-lactoil glutati6n;· el polim:>r-

fisno de esta enzima se puede observar por medio de una electrofore­

sis del lisado de G.R. y posterior tinci6n con metilglioxal y aña-­

diendo glutati6n. 

B.- Equipo. 

El miSll'O que se usa para determinar el polilrorifisrro de FB. 

C.- Material. 

1.- Hojas de acetato de celulosa, Chemetron Milano, Italy 
conservadas en 30% de etanol 
a 4°C. 

2 .- Micropipeta de 10 microlitos. 

3.- Tijeras. 

D.- Reactivos. 

1. - Am:>rtiguador de corri1rd ento 
Tris/Barbital. pH 8.8 0.03M. 

2.- Am:>rtiguador para tinción No. l • 
.Aroort:iguador de fosfatos· pH 6. 5 O. lM. 

3.- .Aroort:iguador para tinción No. 2. 
Tris/Hcl pH 7.8. 

4.- Metil glioxal. 

5.- Glutation reducido. 

Si~ Chemical Company St. I.Duis 
USA. 

Sigma Chemical Company St. I.Duis 
USA. 



6.- Metiltetrazolio. 

7.- ·Diclorofenol-indol. 

B. - Mercaptoetaool. 

E. - Material biol~gico. 
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Signa Chemical Canpany St. !J:luis 
USA. 

Signa Chemical Conpany St. Louis 
USA. 

Sigma Chemical Company St. !J:luis 
USA. 

1.- Lisado de G.R. proveniente de 5 ml de sangre canpleta. 

F.- Técnica. 

l.- Preparaci~n de la hoja de acetato. 

La hoja de acetato se sumerge 10 minutos en agua para quitar el -

rretanol. 

Llene los canpartimientos de la c.imara de electroforesis con 500 

ml de arrortiguador. 

Coloque la hoja de acetato en la c.imara de electroforesis y ~ 

la durante 10 minutos a 200 V. 

2 • - Aplicaci~n de muestras. 

Aplique tres microlitros del lisado de G.R., en la hoja de acetato 

separada o • 5 cm una muestra de otra, de tal forma que las llllestras 

queden en el extrero cat6dioo. 

3.- Electroforesis. 

Corra las muestras a 300 V, dw:ente dos horas a temperatura ambieE_ 
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te. La electroforesis se ha canpletado cuando la herroglobina ha 

migrado 3 cm del origen. 

Corte la hoja de acetato a nivel del puente an6dico y del extre­

iro cat:&:lico justo atres de la heiroglobina. 

4.- Tinci6n. 

Tiña la hoja de acetato sobre una placa de vidI"io colocando la -

porci6n absorberrte boca abajo durante dos ,minutos con la t:i.nci6n 

No. ·1 ( 3. 48 m1 del am:wtiguador No. l con O. 2 m1 de metil glio-­

xal, 24 mg de glutati6n reducido y 0.32 m1 de metiltetrazolio al 

0.5%). 

Transferir la hoja de acetato a la tinci6n No. 2 (3.6 ml de airor 

tiguador No. 2 con 0.4 m1 de dicloroferol-indofenol acuoso al -

0.2%) 1 duI"ante 2 minutos. 

Coloque la hoja de acetato en una cámara húreda. 

Leer la placa a los 30 minutos (deber~ permanece!" en la obsCUI"i­

dad hasta antes de la lectura) . 

Nota: Pare mayores detalles de la t~cnica, consultar la referencia 64. 
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RESULTAOOS 

Del estudio :realizado en una poblaci6n Tzotzil riel Edo. de Chiapas, re-­

sultaron 73 haplotipos, de los cuales únicamente 8 tuvieron una asociaci6n 

diferente. El haplotipo más frecuentemente encontrado en este grupo étnico 

fue el SC31 (511%). De los alelos del FB, la única variante que presentaron 

fue la S. En cuanto a los alelos de C2 , el de mayor frecuencia fue el e , 

(99%); corro muestran las tablas V y VI. 

De los estudios hechos en la poblaci6n mestiza mexicana se obtuvieron 

16 diferentes haplotipos de un total de 69. El haplotipo nás frecuente de -

esta poblaci6n fue el SC31 (39.1%). El alelo de mayor frecuencia del FB es 

el S (86.9%), de C2 el e (97.1%), de C11A es el 3 (65.2%), de C11B el 1 (60.8%) 

y GLO el 2 (79. 7%), caro se puede observar en las tablas VIII y IX. 
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TABLA V 

FRECUENCIA DE ALEWS EN INDIGENAS MEXICANOS 

LOCUS .ALEI.DS FRECUENCIA lJJCUS ALEI.DS FREaJENCIA 

FB ·S* *l.000 C4A o 0.191 

F 1 

n 2 0,054 

Sl 3 0.712 

I¡ 0.041 

s 
C2 e 0.986 6 

D 0.013 7 

A 

o C4B o 0.136 

l 0.780 

2 0.082 

GI.D 1 0.260 otros 

2 0.739 

* La poblaci?n ind~gena. Tzotzil es hc:oogénea para el FBS. 
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TABLA VI 

FRECUENCIA DE COMPUJTIFOS EN UNA POBLACION DE INDIGENAS 

MEXICANOS 

COMPUlTIFOS 

SC3l 

SCOl 

SC30 

SC21 

SC42 

SC32 

SC02 

SBt¡.2 

No. 

40 

13 

10 

4 

2 

2 

1 

1 

73 

FRECUENCIA 

0.547 

0.178 

0.136 

0.054 

0.013 

0.013 

Frecuencia = No. de casos de un canplotipo diferente 
entre el No. total de complotipos. 
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TABLA VII 

FRECUENCIA DE I.A ASOCIACION ENTRE COMPI.DTIPOS Y GLIOXAI...A.SA EN UNA 

POBI.ACION DE INDIGENAS MEXICAOOS 

HAPLOTIPOS No. FRECUENCIA FRECUENCIA 
OBSERVADA ESPERADA 

SC31:2 33 0.452 0.404 

SC31:1 7 0.095 0.142 
SC01:2 7 0.095 0.131 
SCOl:l 6 0.082 0.046 

SC30:2 8 0.109 0.100 

SC30:1 2 0.021 0.035 

SC21:2 1 0.013 0.009 
t:sc21 :1 3 0.041 0.014 

SC42:2 2 0.027 0.019 

SC32:2 1 0.013 0.009 

SC32:1 1 0.013 0.003 

SB42:2 1 0.013 0.009 

SC02:2 1 0.013 0.009 

73 
Frecuencia esperada = Frecuencia del ccmplotipo x frecuencia del -

alelo de GlD. 

*De 4 casos que tuvieron el Complotipo SC21 tres se asociaron a GI.D-I 
(la meros frecuente); y uro a GL0-2. 
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TABlA VIII 

FRECUENCIA DE ALELOS EN MESTIZOS MEXICANOS. 

ALELO 

s 
F 

n 
. Sl 

c 
B 

A 

o 

l 

2 

:rnECUENCIA 

0.869 

0.130 

0.971 

0.028 

LOCUS 

C4A 

ALELO FRECUENCIA 

o 0.130 

1 0.014 

2 0.028 

3 o .652 

4 0.173 

5 .. 

6 . .0.014 
7 -- ' ·,-"'-. 

- ,_:.(~~-{ .. :'.';<·~·:',.-. -_-,' 

,--' .··-. > ~·:{ ·~·:_<.;-:;.:~~-,--, 

· oi 
{-e · ·'' ,, Bisos 
2·•··· .· ·.· .. ···•· il);.·26o 

..... L~~/-2~I~"· ;0:173 
._, ~"·i :- ' .>-: 

.. \ '· ·:<·., '• ; ------
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TABLA IX 

FRECUENCIA DE COMPLDTIPOS EN MESTIZOS MEXICANOS 

COMPLOTIPOS 

SC31 

SC42 

SC01 

SC32 

FC30 

scao 
SC21 

FC01 

FC31 

SB42 

SC34 

SC41 
FC34 

SC61 

SC02 

SCll 

No. 

27 

9 

l 

1 

1 

l 

69 

FRECUENCIA 

0.391 
0.130 

0.086 
0.086 

0.057 

0.043 

.· ofili~< 
'o{~ú· >. 

a~fo.4: 
0.014 

. 0.014 

0.014 

Frecuencia = No. de casos de un complotipo diferente 
entre el No. tota1 de complotipos. 



- 48 -

TABlA X 

FRECUENCIA DE lA ASOCIACION ENTRE COMPLOTIPOS Y GLIOXAl.J\SA 

EN MESTIZOS MEXICANOS 

HAPl.DTIPO 

SC31:2 

SC31:1 

SC42:2 

SC42:1 

SC01:2 

SCOl:l 

*SC32:2 

FC30:2 

FC30:1 

SC30:2 

SC21:2 

FC01:2 

FCOl:l 

FC31:2 

FC31:1 

SB42:2 

SB42:1 

SC34:2 

FC34:1 

SC41:2 

SC61:2 

SC02:2 

SC11:2 

No. 

22 

5 

8 

1 

4 

2 

6 

2 

2 

3 

2 

1 

'l 
·1 . 

·.l. 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

69 

FRECUENCIA 
OBSERVADA 

0.318 

0.072 

0.133 

0.014 
0;057 

0.028 

0.086 

0.028 

0.028 

0.043 

0.028 

0.011¡. 

0.011¡. 

0.014 

0.014 

0.014 

o:oi4••··· 
o. oi4~·· 

; cí:'oi~· 
··o·:ai~· 

"" '.'.l;-:;.· .. :...~l·; .. 

~··i :o~fü4D > ·· 
0.014 

0.014 

FRECUENCIA 
ESPERADA 

0.311 

0.078 

0.103 

0.026 

0.068 

0 .• 011 

0.068 

0.045 

0.011 
0.031¡. 

0.022 

0.022 

0.005 

0.022 

0.005 

0.022 

o .oo.s 

ó'~ori2 i 

>'0:·011,·· 
·· ,,:. ó~}il:ii'~ 

o.oii 
0~011 

Frecuencia esperada = Frecuencia del complotipo x frecuencia del 
alelo de la GlD. 

* 6 casos que tuvieron el complotipo SC32, todos se asociaron -
con G!JJ-2 y ninguno con GlD-1. 
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DISCUSION 

ANALISIS DE lA FRECUENCIA DE HAPI.DTIPOS DEL COMPLEMEm'O EN UNA roBI.ACION DE 
INDIGENAS MEXICANOS. 

Analizando la frecuencia de alelos de los loci del canplemento en la -

poblaci6n indígena Tzotzil, es notorio que aún cuando el FB tiene varios al~ 

los , el 0tlco que aparece es la variante S. · El hecho de que todos estos in­

dígenas tengan FBS puede ser característico de la poblaci6n, ya que compa-­

:rendo la frecuencia de los alelos del FB de este grupo étnico caro las otras 

razas, observairos que ninguna es hc:m:Jgénea para el FB. 

En el caso del pol.im:Jrfismo de C2, encontranos en estos indígenas mexi­

canos una frecuencia muy elevada de C2C (98%), es decir, que casi toda esta 

poblaci?n es horrcgénea para C2C. Canparando estos datos con los de los cau­

c~icos observarros que no hay l!Rlcha diferencia en las frecuencias de los al~ 

los de C2 (no se pudo comparar con otras razas porque no existen reportes). 

Siguiendo con nuestros ~isis, el alelo ~s frecuente de C4A es C4A3 

(74%), y otro menos frecuente es C4AO (18%). Y pare C4B la frecuencia mayor 

corresponde a la variante C4Bl (81%). Las frecuencias de los alelos de C4A 

y C4B en este grupo indígena es parecida a la de los caucásicos, pcm:iue la 

frecuencia mayor de C4A tambi~n corresponde a C4A3 (63%), aunque con un va­

los un poco más baj0, y la frecuencia de C4AO se encuentra Wl poco más ele-

vada en los caucásicos. Lo misno que ocurre con C4A ocurre con C4B, es de­

' cir, las frecuencias son parecidas. 
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Cano ya se dijo el gen estructural de GI..O está situado a 5 centimorgans 

(5 unidades de recc:mb:i.naci6n) de los haplotipos del canplemento hacia el ce_!! 

tránero. Cano recordam:is el gen tiene dos alelos (GI..0-1 y GI..0-2). En la -

poblaci6n indígena el gen de GI..0-2 tiene una frecuencia de 78% y GI..0-1, 22%, 

lo cual es diferente de otras poblaciones en otras partes del mundo; por -

ejemplo, en caucásicos cada uno de los alelos tiene una frecuencia cercana -

al 50%, en tanto que otras poblaciones (los orientales) tienen una frecuen-­

cia similar a la población indígena que estudiairos. 

En la tabla vr se muestran todos los haplotipos del canplemanto presentes 

en la poblaci6n indígena; son un total de 8. Cinco de ellos existen en su -

variante con GI..0-1, GI..0-2, y los Últinos tres s6lo existen con GI..0-2; ésto 

puede deberse a que en la poblaci6n oonnal de este grupo étnico no existe la 

variante con GI..0-1, o a que debido a su rareza no hayarros tenido oportunidad 

de detectarla. 

Se presenta además otra tabla ( VII ) en la que se incluyen los datos de 

la frecuencia observada y lé!- frecuencia esperada para cada uno de los haplo­

ti¡:x:>s (la frecuencia esperada se obtuvo usando la f6rmula que se aoota al -

pie de la tabla) • 

No existen diferencias notorias entre las frecuencias observadas y las 

frecuencias esperadas. Sin embargo, llama la atenci6n que del cornplotipo -

SC2l existen más casos con la GI..O menos frecuente (GI..0-1) • 

• 
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ANALISIS DE LA FRECUENCIA DE COMPLOTIFOS EN MESTIZOS MEXICANOS. 

Al analizar estudios en familias de mestizos mexicanos, encontram:is que 

en el caso del FB; se obtuvieron dos variantes: el FBS y el FBF, siendo el -

primero el de mayor frecuencia ~87%) y el segundo menos frecuente (13%). -

Ahora bien, ccmparando estos datos con los de otras poblaciones, notaros que 

la frecuencia del FB en mestizos mexicanos es muy parecida a la de los orie_!! 

tales, y también ¡;::oderros afllm3r que la frecuencia del FB en esta poblaci6n 

es diferente a la del grupo étnico Tzotzil, puesto que ellos presentan úni~ 

mente el FBS • 

En cuanto a los alelos de C2 encontI'l'3mos que existe una frecuencia del 

97% para C2C y del 2. 8% para C2B. Dichos valores son más parecidos a los de 

los indígenas mexicanos (98% para C2C), que al de los caucásicos (95% para 

C2C). 

Con respecto a los alelos de C4A y C4B, el alelo más frecuente de C4A -

es C4A3 (65.2%), y este valor es é parecido al encontrado en los caucási-­

cos (63%) que al valor encontrado en los ~enas mexicanos (71.2%). Otro 

alelo de C4A es C4A4 , cuya frecuencia es mayor en los mestizos mexicanos -­

( 17; 3%) que en los caucásicos (7.5%) y que en los indígenas mexicanos (4.1%). 

En cuanto a los alelos de C4B, el que tuvo un valor más élevado fue el C4Bl 

(60.8%); dicho valor es un poco más bajo que el de las poblaciones con las -

que heiros estado canparando (cau~icos e ind~enas mexicanos). ~alelo 

de C4B es el C4B2, cuya fracuencia es elevada en nuestra poblaci6n mestiza -



- 52 -

(26%) en relaci6n a la poblaci?n blanca (11.8%) y a la de los indígenas mex_! 

canos (8. 2%). Ahora bien, en donde sí encontranns similitud en las frecuen­

ciüS de C4BO fue en caucásicos y en los mestizos mexicanos, con un valor de 

10.4% y 10.1% respectivamente. 

El valor de las frecuencias de los alelos de la GLO fueron del 79. 7% P!! 

ra GL0-2 y del 20.2% para GL0-1, los cuales se encuentran intemiedios entre 

los valores de las frecuencias encoantradas en los caurasicos y en los indí­

genas mexicanos. 

La asociaci6n entre los alelos ocurre con una frecuencia parecida o igual 

a la esperada. Sin embargo, algunas veces es diferente a la que se espera da­

da la frecuencia de los alelos inclividualt:!s (desequilibrio de uni6n). Por -

ejemplo, la asociaci<?n entre alelos del FB y alelos de C2 ocurre con una fre­

cuencia igual a la esperada, y lo mismo sucede con los alelos de C4A3 y C4Bl. 

Por lo contrario , de 7 casos en que aparece C4AO , los 7 se encuentran asoci~ 

dos con C4B3. También observairos que siempre que aparece la pareja de alelos 

C4A3 y C4B2 est.ín asociados con el FBS. 

En la tablaIX se nuestren todos los haplotipos del complemento presentes 

en la poblaci6n rrestiza rrexicana. fueron un total de 16; 9 de ellos s6lo -

existen en una de las formas de GlD y los 7 restantes tienen tanto la forrna 

de GlD-1 corrx:i la de Gl.0-2. 

Tambi~n se an:itan las frecuencias esperadfil.: para cada uno de los canpl~ 

tipos, las cuales oo difieren según la fónnula de las frecuencias observadas. 



- 53 -

Sin embargo, cabe hacer notar que en el haplotipo • FC34 el único caso -

que existe es con GI.Ll-1 y que los otros a haplotipos individuales son de 

GL0-2. En el haplotipo SC32 los 6 en.sos de esta poblaci6n son de GL0-2, su­

giriendo que probablemente la variante con GL0-1 no existe en la poblaci6n 

normal o es extrenadarrente rara. 
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CONCUJSIONES 

El grupo étnico Tzotzil rrexicano es una poblaci<?n poco pol:im6rfica par>a 

los alelos de los genes del canplemento; ésto probablemente se debe a que -

son núcleos pequeños de gente y no l':óuelen cruzarse con otras poblaciones. Es 

decir, no ha habido introducci6n de nuevos genes en la poblaci6n, y esto qu_! 

zá lo confirme el hecho de que este gru}X> indígena es hcmogéneo para el FBS , 

ya que hasta este momento ninguna poblaci6n muestra una frecuencia del 100% 

para el FBS, además de que presentan un desequilibrio de uni6n entre el can­

plotipo SC21 y GI.0-1. Estas dos características de esta poblaci6n indígena 

(frecuencia del 100% de FBS y desequilibrio de uni6n entre SC21 y GLJ)-1), -

puecten representar una ventaja selectiva para que esta poblaci6n pueda resi~ 

tir cambios ambientales y el ataque de agentes infecciosos. 

En cua.1to a la poblaci6n mestiza mexicana., obsewanos un mayor pol:Uror­

fismo de los alelos de los genes del canplemento que el que muestra el grupo 

indígena Tzotzil, esto era de esperarse debido a que en los mestizos existe 

una mezcla de genes provenientes de la raza negra, de caucásicos (sobre todo 

españoles y franceses) , de orientales y por supuesto de in:lígenas mexicanos. 

Por ejemplo, podem:>s decir que la variante F del FB que presentan los mesti­

zos provino quizá de la raza negra, o de los caucásicos, o de los orientales 

pero n6 de los indígenas irexicaros . Ahora bien, es importante señalar el d~ 

sequilibrio de uni6n entre el canplotipo SC32 y GI.0-2, el cual tiene una 

frecuencia alta en los mestizos mexicanos, cosa que no ~ en los caucá--
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sicos ni en el grupo irrlígena estudiado, y quiz~ este desequilibrio de uni~n 

sea característico de la poblaci~n mestiza mexicana. 

Es :importante determinar la frecuencia de los alelos de los canplotipos 

en la poblaci6n normal (en este caso mestizos e iOOígenas mexicanos), para -

que posteriormente se tipifiquen pacientes con enfenredades que se cree son 

hereditarias, sobre todo enfermedades autoimnmes, y tanar la frecuencia de 

los normales com:> controles para ver si existe asociaci6n de la enfennedad -

con algún alelo de los complotipos , o de algún gen susceptible a enfernedad 

que se localize entre los loCÁ. de los ccmplotipos y el loc.!Ló de la GLO. 

Esto últilro debido a que en la regi6n HIA-DR, la cual se piensa que en el -

humano corresponde al área de la respuesta inmune (en el rat6n Ia) , se encue.!! 

tra la regi6n de los genes que codifican pare las proteínas del ccmplemento 
. . 

y los genes de la enzima eritrocítica glioxalasa, por lo que los canplotipos, 

junto con el HIA-D/DR, el HIA-B y GlD, pueden darnos informaci6n de los genes 

susceptibles a enfennedades. 

Concluínos que es importante la tipif icaci6n de los haplotipos del com­

plemento (canplotipos), dada su localizaci~n dentro del Canplejo Mayor de -

Histocanpatibilidad (CMH). Además, las técnicas usadas para la tipificaci6n 

de los complotipos no son muy difíciles ni costosas ~as con las de -

tipificaci6n de los ant~enos del HIA, ya que la tipificaci6n del FB, C2, C4 

y GLO se realizan cqn equipo y material que tiene un laboratorio o::mún, y -

se pueden detectar todos los alelos de los complotipos, mientras que para la 

tipificaci6n del HlA se requieren reactivos específicos para detectar cada -
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alelo. . Además , en el sistema IBA se detectan varios blancos, que pueden debe,!2 

se a un gen nulo o simplemente puede ser que no se tenga el antisuero para de­

tectar el producto de este gen, cosa que ocurre con frecuencia en ~xico, ya -

que la tipificaci6n se realiza con anti~uen:>s de caucásicos o de otras razas -

(no de mexicanos) debido a que en este país la producción de antisueros es casi 

nula (por lo que la tipificación del IBA en México es un gran problema.) . En t~ 

to que los genes nulos para C4A ó C4B pueden ser detectados por inmunoelectrof~ 

resis cruzada, los alelos nulos para FB son muy raros; el gen nulo para C2 se -

puede detectar por medio de la electroforesis y ccmprobarse por medición de la 

concentreci6n del suero de C2. 

Otra ventaja que tiene la tipificaci6n de los complotipos es que se lleva -

?OCO tiempo, comparando con el que se requiere para la tipificación del HI.A, 

además de que se pueden correr' varias muestras a la vez, por lo que los complo­

tipos pueden ser detenni.nados por una pequeña fracción del costo de los haploti_ 

pos del HI.A. Finalmante, los complotipos pueden ser determinados con 1 ml de -

plasma, mientras que para la tipificación del IBA se requieren 10 ml. o nás. 

Todos los factores rooncionados anteriormente hacen que los complotipos sean 

importantes para determinar él donador de un miembro de una familia para el -­

transplante de órganos. Oblfiamente que se recomienda detenninar todos los mar­

cadores del Q'1H para identificar el donador ideal, y de esta manera poder iden­

tificar los recombinantes, con lo cual se puede tener seguridad al asignar el -

haplotipo COI'I'espondiente. 

En resumen teneros que la tipificaci~n del complotipo es de gran utilidad 

en genética de poblaci6n, en programas de transplante y por su asociación con 

enfermedades, sobre tcxlo enfermedades autoinnrunes. 
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