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INTRODUCCION

El sistema del complemento estd constitufdo por mis de 20 protefnas que
actdan en forma coordinada y cooperativa con el objeto de producir la 1isis
celular. Tres de estas protefnas: C2 y C4 de la via cldsica, y el factor B
de la via alterma, estén codificadas por genes que se encuentran dentro del
sistema HLA, que en el humano se localiza en el br‘ézo corto del cromesoma -

seis.

Hasta este momento no se han encontrado recombinantes entre los genes -
que codifican para C2, Ct y FB, los cuales se heredan en forma de unidad ge-
nética por lo que se les ha dado el nombre de haplotipos del complemento o

coamplotipos.

La tipificacifn de los antfigenos del sistema HIA es una prueba que se -
usa con el objeto de encontrar el denador ideal para un transplante, debido
a que tanto el sistema HIA camo los complotipos (el segundo sistema mis poli
rrérfico que se conoce en el humano, después del sistema HLA) y la enzima eri
troeftica gliokalasa I constituyen el Complejo Mayor de Histocunpa‘cibiiidad,
serfa de gran utilidad la tipificacién de los complotipos en el programa de
transplante.

La frecuencia de los alelos cambia en las diferentes razas, por lo gue
uno de los objetivos del presente trabajo es encontrar dicha frecuencia en -
una poblacién indfgena mexicana y en los mestizos mexicanos y compararlas -

con otras poblaciones.,



Camo ya se menciunS, los complotipos estén situados entre las regiones
B y D/DR del sistema HLA al parecer mis cerca de la regién D/DR, la cual re-
gula la respuesta inmune. Creemos que es importante determinar la frecuen-
cia de los alelos de los complotipos en la poblacién normal, para posterior-

mente hacer estudios de asociaci{Sn con enfermedad.



ANTECEDENTES Y GENERALIDADES

EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

El sistema del camplemento juega un papel importante irmunolégicamente
ya que induce a una resistencia a las infecciones y a la patogénesis del te-
jido dafiado. Los productos de la activacién del complemento regulan varios
eventos biolégicos que incluyen la liberaci6n de mediadores para cflulas pre
cursoras, con incremento en la permeabilidad vascular. La activacién de los
componentes del complemento promueven también la contraccién de misculo liso,
la quimiotaxis de neutréfilos, células de mononucleares y eosin6filcs y ia -
irmunoadherencia de fagocitos. Otros efectos de la activacién del complemen
to incluyen solubilizacién de complejos inmunes, lisis de membrana celular,

neutralizacién de virus y la muerte de ciertas bacterias (1,6,12).

La activacién del complemento puede iniciarse mediante dos vias: la via
cldsica y la via alterna, pero los dos sistemas de activacién del complemen-
to se unen en la participacién de un importante componente, la molécula C3.
Un irdividuo con deficiencia de C3 es extremadamente susceptible a infeccio-

nes y clinicanente se parece a los pacientes con hipoirmunoglobulinemia.

Los componente de la via alterma y de la via clésica participan en una
cascada de reacciones proteolfticas que finalmente producen la lisis de la -
membrana celular. Las células que tienen mucho &cido siflico no son lisadas
por la via alterna debido a que hay un aumento de la afinidad de C3b por la

protefna H (que trae como consecuencia un bloqueo en la activacién de la via al



terna del complemento). Esto explica porqué las bacterias que tienen decido
siflico en su cipsula son mis patdgenas, por ejemplo: Streptococcus B del -
grupo IIT; Neisseria meningitidis grupos By C; y E._coli Xi. (1).

Activacién de la Via Clésica del Complemento.

La via clésica del sistema del complemento consta de mueve componentes
y dos o tres inhibidores. El primer componente comprende tres subunidades -
Clg, Clr y Cls (1,2,11).

Para iniciar la activacibn de la via clésica del complemento es necesa-
ria la interaccién entre Clg y agregados de inmunoglobulinas IgG e IgM (en -
forma de un Complejo Ag-Ac) (1,3,11).

Dicha intemcci§n lleva a la mnversién de Clr y Cls a formas enzimé—-

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

Cls es una proteasa que tiene como sustrato a C4 y C2, y que necesita -
iones de magnesio para poder actuar sobre C2, Cls fragmenta a Ci en Cha y

Cub lo mismo hace con C2.

Cls es inhibida por una protefna del suero llamada C1 INH (8).

El fragmento Cub se une con el fragmento C2a para formar un complejo
1lamado convertasa C3 (C42) (5). La convertasa C3 (Cib2a) es anulada por

la combinaci6n del efecto de Cyb y de la protefna I. La convertasa actla
sobre C3 produciendo un pequefo fragmento C3a que es una anafilotoxina y -
otro fragmento largo C3b.



C3b puede ser inactivado por dos protefnas la Iy la H (9).

C3b se une a C42, formando la convertasa C5 (C4bC2aC3L), que actda sobre
CS fragmentdndolo en dos partes: CSa y Cb. CSa es una anafilotoxina y un -

componente quimiotéctico para leucocitos.

El fragmento C5b se une a C6 y C7 formando el complejo CBCSBC7 (el cual
puede atacar en otro sitio de la membrana); a dicho complejo posteriormente -

se unen C8 y €9, que una vez unidos van a producir la lisis celular (6).
il
Activaci6n de la Via Alterna del Complemento.

la via alterna del sistema del complemento o via de la properdina, con-
siste en la activacién de C3, la cual octrre en ausencia de C2, C4 y Cl; es~
ta activaciSn puede ser producida por polisacfridos de levaduras, bacterias
| y ciertos pardsitos, endotoxinas y algunos complejos insolubles.

Para que la via alterna del sistema del complemento se lleve a cabio se
requieren algunas protefnas que incluyen al factor B, el factor P (properdi-

na) y una protefna similar a C2 que es D, la cual es una enzima.

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

para que junto con C3b formen la convertasa C3 de la vi_?a alterna C3bBb.

La convertasa C3 divide a C3 en C3a y C3b. Cuando se incorporan varias
- C3b se forman la convertasa C5 en forma anfloga a la convertasa CS§ de la via

clésica. Como la adicién de moléculas de C3bBb puede fragmentar mis C3, -



existe una amplificacién de la activacién del Complemento. Para regular es-
te proceso en la via alterna actdan las protefnas H e I que inhiben a C3b -

(9,10).

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

perdina (7).

Se siguen los mismos pasos de la v;a clésica, produciendo finalmente la

lisis celular.



PROTEINA

Clg
Cir
Cls
Ca
C2
C3
€s
C6
c7
c8
C9

VIA ALTERNA

P(properdina)
D
B

PROTEINAS
CONTROL

Cl1 INH

1 (C3b INA)
H { BIH)
C4-bp
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“TABLA I

PRDPIEDADESFFISICUQUIMICAS DE LAS PROTEINAS DEL

'SISTEMA DEL COMPLEMENTO

PuM. en DALTOMES

390,000
95,000
..'g7,000
208,000
117,000
190,000

- '206,000
128,000
120,000
163,000
79,000

223,000
25,0000
100,000 .

105,000
90,000
150,000
1200,000

MOVILIDAD
ELECTROFORETICA

 CONCENTRACION

EN' SUERD (ug/m1)

180

50
520
250

().



EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

El cromoscma 6 tiene aproximadamente 150 centimorgans® de longitud. En
el brazo corto del cromosoma 6 se localizan los genes que codifican para los
antigenos del sistema HLA (antfgenos de histocompatibilidad); los genes de -
las enzimas GLO-1 y PGM3 (glioxalasa I y fosfoglucamutasa 3) y los genes que
codifican para las proteinas del complemento C2, FB, C4A y CuB, ademis de -~

otros genes.

La GLO-I es una enzima intracelular que generalmente se estudia en los
eritrocitos; esta enzima cataliza la conversién de metilglioxal y glutatidn a
s-lac‘toil—glutatiq‘n. La PGM3 es una enzima intracelular que generalmente se
estudia en leucocitos; esta enzima es importante en el metabolismo anzerobio
de la glucosa (haceuna tr-anslocacién del grupo fosfato del carbono 1 al car-
bono 6 de la glucosa). Los genes de la GLO-I se encuentran cerca al sistema
HLA, y la GLO estd localizada mds all§ del HLA-D casi a 6 centimorgans del -
HLA-B. La P@M3 esté a 15 centimorgans del HLA-B (13).

Los Locd del HLA fueron asignados al brazo corto del cromosoma 6 en ba-
se a estudios realizados en una familia en la cual el brazo corto y largo -
de este cromosoma estaban invertidos cerca del centrémero. También se hicie
ron estudios de cultivos de fibroblastos conteniendo una translocacién reci-
proca entre el brazo corto del cromosoma 1 y del cromosoma 6, fusionados con
una lfnea de células de hamster de China, y estudios del cromosoma 6 en tera

tomas. La distancia entre el Locus para el HIA-B y el HLA-D es de un centi~

»



morgans.

Llas proteinas del sistema del complemento C2, FB, C4A y CiB, son codifi
cadas en el cramosoma 6 por cuatro genes. El focus estructural para el FB
estd my cerca del HIA én el hombre, lo cual se 1leg6 a determinar deb\ido a
que inicialmente se hicieron estudios en familias y que no se demostré entre
cruzamiento entre el HIA y el FB; sin embargo, estudios posteriores mostra--
ron que si habfa entrecruzamiento entre el HLA y el FB. E1 focus estructu--
ral para C2 incluye un alelo deficiente y también se ha demostrado que se
encuentra cerca del HLA, debido a que no se ha encontrado entrecruzamiento -
entre C2 y el FB. Se piensa que los £oci de C2 y FB son producto de una du-
plicacidn en cascada del gen, porque estudios en familias y (por) andlisis -
de la secuencia de aminoécidos han demostrado una semejanza estructural gran
de entre C2 y FB. Los focd de C4 estén muy cerca del HLA, la cercanfa del -
Loci de C4 al HIA fue deducida por estudios de familias deficientes de C4, -
los alelos nuios de C4 pueden identificarse por inmunoelectroforesis cruzada

(11).

El MHC es una regién genética en la porcién media del cromosoma 6, y -
que comprende aproximadamente 7 unidades reccombinantes o cM (centimorgans) y
que contiene a los {o¢d HLA-A, -B, -C, D-DR, a los del complemento (C2, FB,
CHA, CUB) y los de GLO. Cada uno de estos £ocd es polimérfico y todos son

heredados como unidad por 1o que se les llama haplotipos: (13-15).
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Los productos de los genes del QMH controlan el reconocimiento antigé-
nico, la produccién de Ac, la pr\oliferaci§n de linfocitos, la toxicidad y la
supresién de la respuesta inmine a través de 3 tipos de moléculas presentes

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

Las moléculas de clase I son importantes sobre todo en la fase efectora
de la irmunidad, estas moléculas son codificadas por tres foed A, By C los
cuales se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 en el humano. Los an-
tigenos (Ags) de los genes del HIA (A, B y C) se expresan en todas las célu-
las mucleadas del cuerpo y en plaquetas. Las mol_éculas de clase II son -
importantes en el reconocimiento o iniciacién de la fase de respuesta inmune
~Ia, estas nplécu.las son codificadas en la regién HIA-D, que se encuentran en
el brazo corto del cromosoma 6 humano y son llamadas HIA-DR (moléculas aso--
ciadas a D). Los Ags DR se expresan en linfocitos B y linfocitos T activa-

dos.

Los macr6fagos presentan Ags a través de las moléculas Ia a células Ty
a células B. Ahora bien, como resultado de la interaccién de macrSfagos y -
cflulas T a travz_és de las molécula Ia se generan c€lulas T de ayuda y célu—
las T efectoras, Del balance de la interaccién célula-célula (madéfagos y
linfocitos T y B) resulta la immunidad celular, los efectos citotéxicos y =
las reacciones de hipersensibilidad retardada. Un ejemplc de este tipo de

respuesta es el rechazo a los transplantes (17).

La regulacién de células T es muy importante en enfermedades autoinmu-
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nes. Por ejemplo, en individuos con lupus eritematoso generalizado existe
un desequilibrio en células T supresoras (18). Ademds en enfermedades ta-
les camo lupus eritematoso, artritis reumatoide, esclerosis mdltiple, enfer
medad de Addison, Sarcama de Kaposi y SIDA existen manifestaciones inmuno-
légicas que tienen un desequilibric inmune como. un importante mecanismo pa-
tégeno (19). Estas enfermedades que muestran un desequilibrio inmunolégico
o perturbaciones de la regulacién inmune han sido descritas como enfermeda-
des con un componente genético, por lo que la suceptibilidad a algunas en--

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

Los genes de la respuesta inmune son importantes en determinar si hay -
una respuesta immne a un Ag en particular. Sin embargo, los antigenos vira
les pueden combinarse con Ags de la clase I del CMH en la superficie de las
células y presentan una alteracién del mismo virus que infecta células, para-
sitan la porcién interna de los Ags del HIA de la clase I y producen cambios
conformacionales. Sin embargo, algunas veces el hdesped puede detectar el -
cambio en los Ags y eliminar las células infectadas por virus. Cuando las -
células infectadas no 'puedeh ser eliminadas, estas pueden estimular clonas -

de células T,

Otra funcién de los Ags del CMH es que dichos Ags tienen sitios de re-
conocimiento de protefnas que estén directamente involucradas en la interac-
cién célula-célula en la formaci6n de érganos en el embrién. A continuacién,

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

1.~ Regulacién de la produccién de Ac humorales.

2.- Regulacién de la produccién de c€lula T de ayuda

3.- Regulacién de ciertas respuestas irmunes.

4.~ Regulacidn de la reaccién de injerto contra hiesped (GVHD).

5.~ Biosintesis de los componentes del complemento

6.- La vigilancia inmune. Los Ags codificados por ésta regién
pueden servir como sustrato para la eliminacién de patégenos.

7 .~ Marcadores para la identificacifn de genes involucrados en la
patogénesis de varias enfermedades, sobre todo de enfermedades
autoirmunes.

8.~ Regulacitn de embriogénesis.

9.~ Regulacibn de la sintesis y niveles de hormonas esteroides (15).



Antfgeno
A3

B27

BY7
“DR7

" DRY
DR3
DR4/DR3

B8~DR3

BB8-DR3
DR3

DR2

Tabla II.

EJEMPLOS DE PADECIMIENTOS ASOCTADOS AL CMH

Enfermedad
HEMOCROMATQSIS

ESPONDILITIS
ANQUILOSANTE

HIPERPLASIA
ADRENAL CONGENITA

PSORIASIS

DIABETES
MELLITUS

HEPATTTIS
CRONICA ACTIVA
MIASTENTA GRAVIS

ENFERMEDAD
CELTACA

ESCLEROSIS
MULTIPLE

Comentario
Herencia recesiva con mis del 95%
de penetrancia '
Hap. A3, Blu4, BFF, DRwS.

Todas las poblaciones

Inicio tardfo B14-DR1.

DR7 en caucdsicos, también
asociado a Cw6. )

El DR3 asociado con el tipo II
y el DR4 con el tipo I.

Especialmente en mujeres jSvenes

La asociacidn varfa con la raza

Herencia recesiva, también asociada
a DR7. ’

Caucésicos

90

R £o

17

(20).- =
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POLIMORFISMO Y COMPLOTIPOS

El polimorfismo genético es la propiedad que tienen los genes de adqui~

rir varias formas conservando su naturaleza,

F1 polimorfismo se ha podido conocer, sobre todo observando la movili-
dad electroforética de las protefnas que son codificadas por los genes. -
As:_i por ejemplo: se ha podido observar el polimorfismo del gen de la trens-
ferrina, de la hemoglobina, de los grupos sangufneos, de las protefnas del

complemento, ete.

El polimorfismo de pmte_inas en animales se debe principalmente a fac-
tores simples pero muy importantes tales como: dieta, sobrepoblacién, tempe

ratura, etc.

Las poblaciones idénticas estén sujetas a diferentes tipos de seleccién

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

Un ejemplo de la seleccibn del polimorfismo es proporcionado por un es-
tudio de un trabajo ruso, en el cual utilizaron inversifn de cromosomas (po-
limfrficos) en "Drosophila funehris" (22), el indice de inversién en la loca
lidad es del 50%, pero en tres meses bajé al 10%, indicando con esto una -
fuerte seleccién en contra de la inversién. Aunque los bajos niveles de -

inversifn sugieren alguna pequefia ventaja selectiva al heterocigoto.

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

es baja en la primavera y alta en el otofio (23). Isto sugiere que la selec~
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cién del polimorfismo también depende de la temperatura.

Otros investigadores hicieron estudios introduciendo nuevos genes en una
poblacién de faisanes salvajes "Phasianus calchicus" el cual es un faisdn na-
tivo de Illinois que es monomér*fico para la transferrina. Los genes que in-
trodujeron fueron de la cepa de un gallo que es polimdrfico para esta protef-
na (24) con la finalidad de obtener en los afios siguientes un heterocigoto -~
para el polimorfismo de la transferrina. Sin embargo, no fue posible ver si :
existfa un incremento en el nuevo gen de transferrina (Fl) » el cual se encuen
tra en una frecuencia relativamente alta en los faisanes de Kansas, y esto se

puede deber a una adaptacién de los genes.

El uso del polimorfismo de pmte_inas puede ser la solucién alpmblemas -
précticos, como el valor real de la introduccién de nuevos genes en poblacio-
nes nativas, ya que existen evidencias de que la introduccién de nuevos genes

ocasiona una desastrosa baja de dichas poblaciones (21).

Las variantes raras del polimorfismo de protefnas favorecen la resisten-
cia a la infeccién (25), ya que los agentes infecciosos rara vez encuentran -
dichas variantes, y esto hace que no tengan oportunidad de adquirir una forma
de atacar al huésped. Por lo que la diversidad del polimorfismo puede salvar

a una poblacién de la extinci6n por algin agente infeccioso.

Se ha probado que en el humano varios polimorfismos de protein@s Jlevan

la resistencia a la malaria, esto incluye el polimorfismo de hemoglobinas
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(HbS) y posiblemente varias hemoglobinas anormales (26), deficiencia de glu-
cosa~-6-fosfato deshidrogenasa (27), y enzimas que determinan el nivel ‘dé ATP

en eritrocitos (28).

La dominancia de algunos genes es un factor importante en la resistencia
a enfermedades. Por ejemplo la hemoglobina, en el caso del heterocigoto que
tiene la HbS, el cual combina la HbS con la HbA para resistir la malaria y -~

evitar las consecuencias de tener dnicamente HDBS.

Existe un gran polimorfismo genético de factor B, de C2 y scobre todo de
C4 (CuA y CuB). Este polimorfismo se ha detectado por medio de inmuncelec--
troforesis en gel de agarosa para FB y Cd, y para detectar el polimorfismo -
de C2 se ha utilizado la técnicade electroenfoque en gel de poliacrilamida.
(30).

El primero en descubrir el polimorfismo del FB fue Alper (30). Haciendo
uso de inmunoelectrofaresis en pH 8.6, obtuvo 4 bandas diferentes de FB y que
fueron nombradas segin el desplazamiento electroforético de que presentaban -
dichas bandas. A una de ellas se le 1lamd FBF (por "fast"=rdpido) a otra se
le designS como FBS (por "slow"=lento). la diferencia entre el FBF y FBS con
siste en el desplazamiento de las bandas por una posicién electroforftica; -
otra de las bandas fue llamada F,, esta banda se desplaza a una posicién elec
troforética mis hacia el &nodo que la variante F (30). A la banda que se des

plaza més lenta queila variante S fue denominada S la cual se encuentra a

A
una distancia mds catédica que la posici6n electroforética de la banda S. -
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Las variantes mis comunes son F y S, mientras que las variantes raras son I-‘1
y Sl‘ Estas cuatro variantes del FB, que se obtienen por electroforesis,

se muestran en la figura 2.

+
o me2
‘ 15 - Variantes del FB que se
: "-" AR obtienen por inmuncelec-
—— F Gl : o troforesis en gel de aga-
- Sk‘ | rosa de pH 8.6
S

Las variantes comunes del factor B, Fy S se localizan en el fragmento
Ba del factor B, mientras que las variantes raras Fl y S1 se han encontrado
en el fragnento Bb del factor B (31) s ¥ la mayorfa 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 mutacién puntual y la
diferencia entre estas dos formas genéticas del factor B es una sustitucién

de amino4cidos.

E1 polimorfismo del FB ha sido descrito en otras especies ﬁcomb el Mbno
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Rhesus (33), en el cobayo (éu) ‘.~él r'até ;(35:)';""y~‘ :e',nv_ ei‘, ch:.mpancé (38). -

Se ha demostrado qﬁé_ en el humano el"fc‘irvganoqué sintetiza mds factor B
es el higado (38).

En estudios realizados con familias se ha observado que-el FB Sefﬁérgéda'

en forma autos§mica codominante (37).

Haciendo estudios en diferentes razas para determinar la frecuencia de
las variantes del FB, se ha observado que en el caso de los caucdsicos, la
variante que tiene una mayor frecuencia es el FBS; mientras que en la raza
negra la frecuencia mayor corresponde al FBF. Esto quiere decir que la fre~
cuencia de los alelos es caracterfstica de cada raza, como se puede obser--
var en la tabla III.

Tabla III

FRECUENCIAS DE LOS ALELOS DEL FB EN DIFERENTES RAZAS.

GRUFO FBB  FBS FBF, ~ TBS,
Negros Norteamericanos 0.512 0.437
Negros Africanos 0.655 0,282

Orientales Norteamericanos 00,110 0.890 : ’
Germanos 0.17% - 0.808 ' Q
Blancos Nor'tea:reriqanos 0278 ':'0-.7£-19 g

Caucésicos Buropeos 0.7 0.808




Italianos
Japoneses
Espafioles

Vascos

El polimorfismo de Ct en humanos ha sido descrito por Roéenfeld y cola-

boradores (39) .

0'Neill y sus colaboradores usando la técnica de inmunoelectroforesis
observaron que los fenotipos no correlacionaban con el modelo de un solo -
Locus, por lo que propusieron un modelo con dos Loel (40) y estos dos Locd
de C4 se encuentran uno muy cerca del otro; uno de ellos marca reactividad
para el antigeno chido y el otro para el antfgeno Rodgers (41). Sin embargo
en el sistema de 0'Neill no fue posible detectar heterocigotos, pero hacien-
do uso de una inmnoelectroforesis cruzada fue posible determinar heteroci-

gotos y homocigotos de C4 (42),

Con la finalidad de unificar la namenclatura y reconocer algunas varian-
tes de C4, se ha propuesto una nomenclatura de alotipos de C4 revisada por el
IV Workshop Internacional para la Genética del Complemento, realizado el 15 -
de julio de 1982 en Boston. Esta nomenclatura se basa en el desplazamiento ~
de las proteinas en una electroforesis de gel de agarosa y posteriormente in-
munofijaci6n con el suero anti-C4. Las protefnas que migran mds hacia el --

&nodo (m&s &eidas) son llamadas CHA, y las protefnas que migran menos (mds -
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bdsicas) son 1llamadas C4B. Ambas pmtegnas llevan varios patrones.

FRECUENCIA DE ALEIOS DE CHA y CHB en-CAUCASICOS

CuA @ - 1 2 3 4. 5 6 7
FRECUENCIA  0.181 0.009 0.054 0,630 0.075 0.00L 10,035 0.001
CuB Q o1 . u |
FRECUENCIA 004 0743 o 0.009

BL B2 B3 B+ BS B6 B7 Al A7 A2 A3 Al AS AB

Fig. 3. Variantes electroforéticas de CUA y CuB.

los alotipos estén clasificados por un sistema numérico de Al al A6 en
el caso de C4A, y para CYB de Bl al B7. El incremento en la designacién -
numérica es segin el desplazamiento de las bandas del c4todo al &nodo, camo

se observa en la figura 3. Ahora para simbolizar los alelos se hace de 1la



siguiente manera: para el alelo A2 de C4, y para el alelo Bl de Ci tenemos:
CHA3 y CuBl. En el caso de que CHA no se expresa, se simboliza camo: CHAQO
y se hace de 1a misma manera para C4B en la descripci6n genotipica, los ale
los son separados por una cama, por ejemplo, C4A3,2B2,1. Cuando el Locus -
tiene una duplicacién se simboliza por repeticién del simbolo del Locus: -

ejem., C4A2 B2B1/CHA3Bl (u43).

El polimorfismo de Ch ha sido demostrado en el cobayo (34). Hace algu-
nos afios se descubrieron las pmteinas del suero de ratén y les llamaron Ss
(por "serum substance") (44). Por métodos inmunoquimicos y funcionales se ha

demostrado que la protefna Ss es C4 en el ratén (45).

El polimorfismo genético de C2 humano fue descubierto usando la técnica
de electroenfoque de suero humano en gel de poliacrilamida y en posterior -
revelaciép 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 "common'"=comun)
otra es llamada C2B (por "basic"s=bisica) esta variante esta muy cerca al ci-
todo; y la otra es C2A (por "acidic'=8cida) la cual esta muy cerca del &nodo

(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 autosd_Smica codominante (47).



La sintesis de C2 en el humano es por monocitos de sangre perifé_r'ica y
es parcialmente controlada por linfocitos (48).

En una poblacién al azar se encontr§ que el 1.2% de individuos son -
hamocigotos deficierrtés de C2., Esta deficiencia es debida a un alelo nulo

del focus estructural de C2. (u6).

El polimorfismo de C2 ha sido descrito en otras especies como: el chim-

pancé (36), en el cobayo (49), en el Hamster (50) y en el mono Rhesus (51).

El polimorfismo de la glioxalasa ha sido desarito en el humano y ‘consis
te en dos alelos heredados en forma autosémica codaminante: GLO-1 y GLO=2 -
(52). El fLocus de la GLO ha sido descrito también en el ratdn (53), y se =
sabe que estd asociado al Compledjo Mayor de Histocompatibilidad (54). En el
humano la GLO esta situada a 6-cM del HLA-B hacia el centrémero del cramoso-
ma 6 (55). Los ALoed de GLO y los antigenos de Histocompatibilidad tienden
a estar ligados a lo largo del tiempo a pesar de que existe una larga distan
cia de recambinacién entre ellos, algunos alelos de GLO y HLA se encuemtran
en desequilibrio de unién (55, 56). Este desequilibrio es diferente para la
poblacién normal de la poblacién enferma, por lo que se sugiere la existen-~
cia de genes susceptibles a la enfermedad (immuno-respuesta) entre los focdi

de HIA y GLO (57).

A continuacién se muestra un cuadro con frecuencias de GLO.
Poblacién GLO~1 GLO~2

Caucdsicos 0.432 0,568 (58).
Orientales 0.132 0.868 {59).
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El polimorfismo de la glioxalasa se observa haciendo una electrofore-
sis del lisado de glébulos rojos en acetato de celulosa, revelada con metil
glioxal y glutatién. Las bandas que se observan en la electroforesis se -

muestran en la figura 4 (60).

GLO-I GLO~2
Fig. 4.- Polimorfismo de glioxalasa

Los Locd para las protefnas del complemento C2, FB y los dos Loed para
C4 (C4A y CHB) se encuentran muy cerca uno del otro. Se han hecho varios -
estudios de meiosis y no se ha detectado entrecruzamiento entre estos cua--
tro Loci este hecho sugiere que los alelos de FB, C2, C4A y C4B son here
dados como una unidad genética en forma de haplotipos, de la misma manera -
que ocurre con los alelos del sistema Rh y MNS en combinaciones especificas
no predichas por las frecuencias génicas. Debido a que los haplotipos del
complemento se heredan en forma de unidad genética se les ha dado el nombre

de "Complotipos" (13-17).
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Los complotipos tienen un orden para escribirse. Primero es el FB, -~
después C2 y por Ultimo CtA'y CuB, por ejemplo un éanplotipo comin en cau-
o_isicos es: FB S, C2 C, C4A 3, C4Bl; y esto se abrevia: SC31l. Los alelos -
nulos son designados "QO" (por quiantity zero), o su forma abreviada "Q". -
camo en: SCOL. Y otra variante de FB es designada FBFQL (por quantity ~--
lowered) (14).

Uso de los Camplotipos.

Existen varias dificultades para asignar los Haplotipos del HIA en los
pacientes que van a ser transplantados. Por ejemplo: el HLA-C es un Locus

que no es my informativo debido a que existen muchos blancos.

Por otra parte existen dificultades a nivel de laboratorio para asignar
el HLA-TR y el (ML. Esto ocurre sobre todo en pacientes que van a ser same
tidos a transplante de médula Ssea ya que la mayorfa son.casos de anemia -
aqalésica y presentan resultados que dan falsos negativos en el (ML (61), ade
mis de que el ntmero de linfocitos es bajo y no es posible tipificar el --
HLA-DR. Y los pacientes con leucemia presentan un incremento en las cuentas
por minuto en el CML (62), Todos estos factores dificultan la asignacién -
del donador ideal.

Se ha podido comprobar que los camplotipos confixrman los resultados del
asignamiento del HIA-D/DR o CML en una alta proporcién como lo muestra la -
tabla IV.
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Si se usan los complotipos camo marcadores genéticos para comprobar la
identificacién del HIA-DR se puede observar si existen recombinantes, debi-
do a que los genes que codifican para las protefnas del complemento estén -

muy cerca del HLA-D/DR, como se observa en la fig. 5.

Es importante la tipificacién de los complotipos, de la glioxalasa-I y
por supuesto del HLA, ya que se sugiere que existen. genes que predisponen
a enfermedades entre los £oci del HIA y GLO, y ademfs de que se pudiera en-
contrar alguna asbciacién entre los alelos de los complotipos con alguna -
enfermedad (56).

TABLA IV

INFORMACION QUE PUEDE PROPORCIONAR UN MARCADOR SIMPLE O
COMBINADO CON OTROS

MARCADOR INFORMACTON
HLA-B ' 78%
HLA-DR 48%
COMPLOTIPOS 68%
HIA-A 'y B ' 833
HLA, B y IR ‘ _ 87%

HLA-A, B, DR y COMPLOTIPOS 99%
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COMPROBACION DE UN RECOMBINANTE USANDO
LOS COMPLOTIPOS '

A/B I & /D

A/D :

A/C A20w5BW44DR7 CHABBIC2CFBSGLO1/A B/C
A= HLA-Al B8 - DR3 DW3 CH4AQOBl C2C FBS GL02
A= HLA-AW23 CW4 Bwil(12) DR7 CHA3B1 C2C FBF GLO2
C= HLA=-A2 CW5 Bwil(12) DR5 DW5 C4A3B1 C2C FBS GLOl

(>
n

HLA-A3 Cwé BwS57(17) DR7 DW7 CHABB1 C2C FBS GLOl

Fig. 5. la tipificacién del €MH en una familia, muestra a un individuo que
presenta recanbi_nacit_én con HLAB/D. los antfgenos del HIA (A2CwSBwil) pertene-
cen al haplotipo C y el DR7 C4ASBL FBS GLO], al haplotipo D, (15).



MATERTAL Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS.

Las muestras que se ‘tipificaron fueron obtenidas de 6 familias norma~
les con 22 individuos (no enfermos) de una poblacién indigena Tzotzil (ma-
ya) del Edo. de Chiapas, Méx*., y de 23 indfgenas del mismo grupo &tnico

no pertenecientes a la familia, haciendo un total de 45 individuos.

Las muestras de mestizos mexicanos se obtuvieron de 8 familias mexica-~
nas normales, y la otra parte de las muestras se obtuvieron de 5 familias -
que tenfan un enfermo con dermatitis solar. Inicialmente pensamos que po--
drfa existir alguna asociacién entre estos enfermos y algin alelo de los -
complotipos pero como no fue asf, ademis de que los datos clinicos de estos
enfermos eran confusos para considerar que realmente tenfan D.S., conside--
ramos‘que las muestras de estas familias eran ncrmales, con lo cual se tipi

ficaron 13 familias de mestizos con 140 individuos,

* los Tzotziles actualmente se localizan en los municipios de Cinatolapa,

Ocozocuatla; Fecpatan y las Margaritas, en el Edo. de Chiapas y constitu-
yen uno de los grupos indfgenas mfs conrervados de México (64).
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TIPIFICACION DE COMPLOTIPOS
Factor B de la Via Alterna del Complemento.
A.- Introduccién.

El polimorfismo del factor B y Cl se determina mediante las técnicas de
immnofijacit_Sn y electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis es de
alto voltaje y una vez finalizada, las bandas de la protefna en cuestidn se
fijan mediante anticuerpos especificos. los geles son posteriommente lava--
dos con soluci§n salina isoténica para vemover las protefnas no fijadas, pos
teriormente se secan y se tifien con una tineién comdn para protefnas como es

el azul de Coomassie.
B.- Equipo.

1.- Cémara Deluxe para electroforesis Gelman Science.
2.- Fuente de poder Deluxe Gelman Science,

3.- Bomba de agua circulante Thomas Scientific.

4.~ Centrffuga C0-500 Damon/JEC Devision.

§.- Balanza analftica Sartorius.

6.~ Agitador magnético con platina de-calentamiento.
C.~ Material.

1.- Recténgulo de pelfcula de pldstico de 10x20 (Gel Bond Film Marine-
Calloids. Maine. USA).
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2.- Placas de vidrio de 10x20 ams. e

3.~ Marcos de pléstico en forma de U. de 1 rrm dé éépésor.
4.- Papel filtro tipo Whatman #1. | ‘

5.~ Aplicador de muestras.

6.~ Micropipetas de 15 ul y de 25 ul.

7.~ Sujetadores.
Reactivos.

1.~ Amortiguador de Barbital y lactato de calcio pH 8.6 0.05M.

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

3.~ Soluecién salina al 0.85%.

4.- Glicerol

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

w
.
|

nol, 10% de Ac. acético en agua).

=]
.
!

Metanol al 50% en agua destilada + la 5ta. parte del volumen total

de Ac. acético. (Solucién decolorante).
Material Biolégico.

1.- Plasma EDTA obtenida de S ml de sangre.
2.~ Una alicuota de hemoglobina humana.

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

Preparacién de la placa del gel de agarosa.

Cubrir la placa de vidrio mediante una brocha con una capa fina de -
glicerol, inmediatamente colocar la pelicula de pléstico y presionar
para sacar las burbujas de aire. Posteriormente colocar el marco de
pl&stico en forma de U el cual se fija a la placa mediante los suje-
tadores, una vez lista la cémara vaciar la solucidn de agarosa calien
te y se deja solidificar. Ya que solidificS el gel, quitar los su-
jetadores y el marco de pléctico, secar con papel filtro la zona don-

de se aplicardn las muestras.
Aplicacién de las muestras.

Utilizando el aplicador de muestras depositar 15 ul de plasma (se -
pueden correr 9 muestras) reservando un espacio para la aplicacién -

de hemoglobina normal que sirve caomo marcador visual.

Colocar la placa en la cémara de electroforesis con las muestras hacia
el citodo, mediante el papel filtro tipo Whatman conectar la placa con
el amortiguador de corrimiento que previamente se vacié en los compar-

timientos de la cémara de electroforesis (800 ml en c/u).
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 &nodo.
4.~ Inmnofijacidn.

Uniformemente depositar 0.25 ml de anticuerpo anti-factor B humano so
bre el gel en un &rea de 4 ams. de ancho, empezando por abajo del mar
cador de hemoglobina. Incubar durante dos horas en una c&mara himeda.

Al final de la incubacic_Sn, las placas son presionadas con papel absor
bente utilizando un peso de 4 Kgs., durante 10 minutos, con el objeto
de absorber las protefnas precipitadas en el gel en forma inespecifi-

ca.
5.- Lavado y tincién.

1.~ Lavar con solucién salina el gel.

2.- Secar el gel con aire caliente.

3.- Tefiir la placa con solucibn de azul de Cocmassie.
4.- Lavar la placa con solucién decolorante,

5.~ Hacer la lectura de la placa.
E1l Cuarto Camponente del Sistema del Complemento.
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 mismo que para determinar el fac-

tor B excepto que no lleva la pelicula de pléstico.
C.~ Reactivos.

1.~ Arortiguador de fosfatos pH 6.8 y 5 milimolar de Na, EDTA (59) =
para diflisis. i

2.- Amortiguador de corrimiento (59)
Tris~Glicina/Barbital pH 8.8.

3.~ Agarosa de electroendosmosis mediana de INC PHARMACEUTICAL - CO.USA.
Solucidn de agarosa al 0.75%: de amortiguador de corrimiento. 4 ml.
de EDTA al 0.2 M.
Agua destilada suficiente para completar 100 ml.

4.- Solucién salina al 0.85%.

5.~ Solucién de azul de Coomassie (la misma usada en FB).

8.~ Solucién decolorante (la misma de FB).
D.~ Material bioldgico.

1.~ Plasma EDTA obtenido de 5 ml de sangre.
2.- Hemoglobina S. (no es necesaria).

3.~ Anticuerpo anti-C4 humano. Atlantic Antibodies,
Scarborungh, Mo. USA.

4,- Neuraminidasa tipo VI. obtenida Sigma Chemicals Co.
de Clostridium perfingens. St. Louis Mo. USA.
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Técnica.
Preparacién de la muestra.

Incubar 10 ul de la muestra, con 5 ul de neuraminidasa (10 U.), en un
sistema de diflisis continua mediante 18 hrs., con un amortiguador de

fosfatos de pH 6.8.
Preparacién de las placas de gel.

Colocar a la placa de vidrio el marco de pldstico y fijarla haciendo
uso de los sujetadores. Posteriormente, agregar la solucién de agaro

sa caliente y dejar enfriar.
Aplicacién de las muestras.

Una vez solidificado el gel de agarosa, secar el &rea donde se aplica
rén las muestran utilizando papel tipo Whatman. Haciendo uso del ~-
aplicador de muestras depositar 10 ul de plasma EDTA tratado con neu-
raminidasa y poner 10 ul de hemoglobina S que va a servir camo marca-

dor visual (se pueden correr 9 muestras).
Corrimiento de las muestras.

Llenar los depésitos de la cimara de electroforesis con 800 ml del -
amortiguador <de corrimiento. Después, depositar la placa en la céma-

2
ra de electroforesis con las muestras hacia el dnodo y conectar la -
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placa con el amortiguador usando como puente el papel filtro tipo -
Whatman. Ahora, correr la placa a 30V x an x 6 horas, hasta que la

hemoglobina "S" haya viajado 7 ams.
5.~ Inmunofijacién.

Una vez que termind la electroforesis, depositar uniformemente 0.5 ml
de anticuerpo anti-Ct humano sobre el gel en una drea aproximadamente
de 4 ams, por abajo del marcador visual de hemoglobina S. Dejar incu
bar dos horas en una cédmara himeda.

4,- Lavado y tincién.

Se siguen los mismos pasos que para el factor B.

El Segundo Componente del Sistema del Camplemento.

A.- Introduccién.
El polimorfismo de C2 es detectado usando la técnica de electroenfoque
en una placa de gel de poliacrilamida y posterior ensayo hemolftico -
con G.R. de carnero sensibilizados y suero humano deficiente de C2. las
bandas se revelan al incubar a 37°C la placa de electroenfoque con 1los

glébulos rojos y el suero.

B.- Equipo.

Equipo de electroenfoque. Multiphore LKB.
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Balanza analﬁ:ica. Sartorius.
Centrifuga 00-500 Duman JEC Devisson
Estufa National Meincke Company.

Lémpara de luz normal,
Agitador magnético con platina
de calentamiento.

C.- Material.

Placas de vidrio de 10x20 cm de 2 mm de espesor.
Marcos de pléstico de 10x20 cm de 1 mm de espesor.
Marcos de plédstico de 20.5x%11 cm de 1 mm de espesor.
Sujetadores.

Micropipeta de 10 ul.

Pinzas.

Termmetro

Papel filtro tipo Whatman #1.

D.- Reactivos.

Acrilamida Eastman Kodak Company Printed USA.
Anfolinas pH 5-8 y de 3.5-10 LKD Sweden, USA.

Riboflavina (sol. al 1% en BIO-RAD. Laboratories Richamond,
agua destilada) Calif. USA.

E.- Material bioi{Sgico.

Plasma EDTA proveniente de § ml de sangre.
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Suero humano deficiente de C2.

Eritrocitos de carmero sensibilizados (64).

F.- Técnica.

1.-

Preparacién del gel..

En un matraz colocar 40 ml de solucién de acrilamida al 6%, 10.8
ml. de Riboflavina al 1%, 2 ml de anfolina pH 5-8, 0.4 ml de an-

folina pH 3.5-10, Se mezclan y se degasifican.
Preparacién de la placa.

las placas de vidrio se limpian perfectamente con etanol. En -
medio de dos placas colocar el marco de pléstico 1 mn de espesor
y colocar los sujetadores, vaciar el gel en la placa y polimeri-

zar con luz normal.
Aplicacién de las muestras.

Para la aplicaci'én de las muestras usar recténgulos de papel fil
tro de dimensiones 0.5x1.5 oms, situindolos a 3 mm de distancia

uno de otro y colocados a 2.5 am de distancia del electrodo and-
dico. Cuidadosamente aplicar tres microlitros del suero en cada

recténgulo de papel filtro, empapando uniformemente el papel.
Corrimiento de las muestras.

Coirer las muestras a 1200 V durante cuatro horas.
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Preparacién del gel para revelar C2.

A un matraz agregar 14.5 ml de agarosa al 0.6%, 10 microlitros de
suero humano deficiente de C2. Se calienta la solucién y cuando
estd a 70°C, se agregan 14.5 ml de eritrocitos de carrero sensibi

lizados.
1

Ensayo hemolftico.

Una vez que ha terminado de correr la muestra; colocar sobre la -
placa de electroenfoque un marco de pléstico (20.6x11), y cortar
el gel sobrante. A esta placa que tiene las muestras y el ma;co
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 incubacién se hace la lectura de la placa.

Fijaci6n de la placa.

8i se quiere conservar la placa para hacer lectura las veces que
se quiera, se fija la placa con una solucidn de glutaridehido al
0.1% en PBS por 10 minutos; para elle quitar el gel de poliacri~-
lanida queddndose con el gel de agarosa e introducir la placa en
la sol. de glutaridehido y dejar secar.

Intreduccibu.

la glioxalasa I es una enzima eritrocftica que cataliza la conver
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sién de metilglioxal y glutatién a S-lactoil glutatiéni- el polimor-

fismo de esta enzima se puede observar por medio de una electrofore-

sis del lisado de G.R. y posterior tincién con metilglioxal y

diendo glutatién.

Equipo.

El mismo que se usa para determinar el pohmor'fls:ro de TB.
Material.

1.~ Hojas de acetato de celulosa, Chemetron Milano, 'Italy
conservadas en 30% de etanol S
a uec,

2.~ Micropipeta de 10 microlitos.

3.- Tijeras.
Reactivos.
1.- fmortiguador de corrimiento

Tris/Barbital. pH 8.8 0.03M.

2.- Amortiguador para tineién No. 1.
Amortiguador de fosfatos pH 6.5 0.1M.

3.~ Amortiguador para tincién No. 2.
Tris/Hel pH 7.8.

afig--

4,- Metil glioxal. Sigma Chemical Company St. Louis
USA. e
5.~ Glutation reducido. Sigma Chemical Company St. Louis

UsA.
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§.- Metiltetrazolio, = ' Sigma Chemical Campany St. Louis
7= ‘Dicloréféndi—indol. : Sigma Chemical Campany St. Louis
8.~ Meméptqé’ténol. i Sigma Chemical Company St. Louis

E.~ Material biolégico.

1= Llsad eG __.,i:'rbveniente de 5 ml de sangre campleta.

F.-  Técnica.

1.~ Pr'eparacién de la hoja de acetato.
La hoja de acetato se sumerge 10 mirnutos en agua para quitar el -
metanol.
Llene los campartimientos de la c&mara de electroforesis con 500
ml de amortiguador.
Coloque la hoja de acetato en la cémara de electroforesis y c&rra

la durante 10 mimutos a 200 V.

2,- AplicaciSn de muestras.
Aplique tres microlitros del lisado de G.R., en la hoja de acetato
separada 0.5 cm una muestra de otra, de tal forma que las muestras

queden en el extremo catédico.

3.~ Electroforesis.

Corra las muestras a 300 V, durante dos horas a temperatura ambien
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te. La electroforesis se ha campletado cuando la hemoglobina ha
migrado 3 cm del origen.
Corte la hoja de acetato a nivel del puente anSdico y del extre-

mo catddico justo atras de la hemoglobina.

4.~ Tincién.
Tifia la hoja de acetato sobre una placa de vidrio colocando la -
porcidn absorbente boca abajo durante dos mimutos con la tincién
No. 1 €3.48 ml del amortiguador No. 1 con 0.2 ml de metil glio--
xal, 24 nmg de glutatién reducido y 0.32 ml de metiltetrazolio al
0.5%).
Transferir la hoja de acetato a la tincién No. 2 (3.6 ml de amor
tiguador No. 2 con 0.4 ml de diclorofenol-indofenol acuoso al -
0.2%), durante 2 minutos.
Coloque la hoja de acetato en una cémara himeda.
Leer la placa a los 30 minutos (deberd permanecer en la obscuri-

dad hasta antes de la lectura).

Nota: Para mayores detalles de la técnica, consultar la referencia B4.
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RESULTADOS

Del estudio realizado en una poblacién Tzotzil del Edo. de Chiapas, re--
sultaron 73 haplotipos, de los cuales Unicamente 8 tuviercn una asociacién
diferente. El haplotipo mis frecuentemente encontrado en este grupo étnioo‘
fue el SC31 (54%). De los alelos del IB, la Unica variante que presentaron
fue la S. En cuanto a los alelos de C2, el de mayor frecuencia fue el C,

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

De los estudios hechos en la poblacién mestiza mexicana se obtuvieron
16 diferentes haplotipos de un total de 69. El haplotipo mds frecuente de -
esta poblacifn fue el SC31 (39.1%). El alelo de mayor frecuencia del FB es
el 5 (86.9%), de €2 el C (97.1%), de C4A es el 3 (65.2%), de C4B el 1 (60.8%)
y G0 el 2 (79.7%), como se puede observar en las tablas VIII y IX.
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TABLA V

FRECUENCIA DE ALEIOS EN INDIGENAS MEXICANOS

Locus AIF10S FRECUENCTIA Locus ALELOS FRECUENCTA

FB 8% *].,000 ChA 0 0.191
F - 1 -
F1 - 2 0.054
a0 - | A oeme

Cz2

o <= —~ BE ¢ |
1
]

- e 0 oam
1 om
| R XY
&) 1 o 260 O otwes -
2 073 ' ‘

* La poblacién indfgena Tzotzil es homogénea para el FBS.
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TABLA VI
FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS EN UNA POBLACION DE INDIGENAS

MEXTICANOS

COMPLOTIPOS

SC3l
scol
Sc3o
sc21
SCu2
SC32
8Co2

SBu2

73

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

FRECUENCIA DE 1A ASOCIACION ENTRE COMPLOTIPOS Y GLIOXALASA EN UNA
POBLACION DE INDIGENAS MEXICANOS

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
SCo1:1 6 0.082 0.046
SC30:2 8 0,109 0.100
SC30:1 2 0.027 0.035
SC21:2 1l 0.013 . 0.009
#8C21:1 3 0.041 0.014
SC42:2 2 0.027 0.019
SC32:2 1 10,013 0.009
. 8C32:1 1 0.013 0.003
SBy42:2 1 0.013 0.009
SC02:2 1 0.013 0.009
73
Frecuencia esperada = Frecuencia del complotipo x frecuencia del -
alelo de GLO.

*De 4 casos que tuvieron el Complotipo SC21 tres se asociaron a GLO-I
(1a menos frecuente); y uno a GLO-2.
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TABLA VIII

FRECUENCIA DE ALELOS EN MESTIZOS MEXICANOS.

LoCus ALELD FRECUENCTA 1ocus ALELD FRECUENCIA

FB S 0.869 CuA
F 0.13c
- F1 . —_—

0.130
0.014
0.028
0.652

il w N MO

C2

o wmoo
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TABLA IX

FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS EN MESTIZ0OS MEXICANOS

COMPLOTTPOS No. FRECUENCTA
scal 27 0.391
SCu2 9 S 0.130
sCot - 6 e +0.086 .

" 0,086

o

T e T = B ST YN

=23
[{e]

Frecuencia = No. de casos de un complotipo diferente
entre el No. total de complotipos.
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TABLA X

FRECUENCIA DE LA ASOCIACION ENTRE COMPLOTIPOS Y GLIOXALASA
EN MESTIZOS MEXICANOS

HAPLOTIFO No. FRECUENCIA FRECUENCIA
OBSERVADA ESPERADA
sca1:i2 22 0.318 0.311
sc3t 5 0.072 0.078
sc42:2 8 - 0.133 0.103

se42:l 1l . 0.014 0.026

SC01:2 04087 0,068
SC01:1 ©0.028 . 0.017 -
#5032:2 ©0.086 0,068 "
FC30:2 o0.028 .04
FC30:1 0.028 © 0.
SC30:2 . 0.043 o 0.03u
SC21:2 . 0.028 C 04022
FCOl:2 - 0.014 =

FCOl:1- -

FC31:2

FC31:1

SBU2:2

SBu2:1

sC3k:2

FC3u:1

SCU1:2

SC61:2 .01l

5C02:2 0.0

SC11:2 0.0t

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

* 6 casos que tuvieron el complotipo SC32, todos se asociaron -
con GL0-2 y ninguno con GLO-1.
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DISCUSION

ANALISTS DE LA FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS DEL COMPLEMENTO EN UNA POBLACION DE
INDIGENAS MEXICANOCS.

Analizando la frecuencia de alelos de los loci del complemento en la -
poblacién indfgena Tzotzil, es notorio que adn cuando el FB tiene varios ale
los, el fmico que aparece es la variante S. ' El hecho de que todos estos in-
dfgenas tengan IBS puede ser caracterfstico de la poblacifn, ya que compa--
rando la frecuencia de los alelos del FB de este grupo étnico como las otras

razas, observamos que ninguna es homogénea para el EB.

En el caso del polimorfismc de C2, encontramos en estos indfgenas mexi-
canos una frecuencia muy elevada de C2C (98%), es decir, que casi toda esta
poblaci§n es hormgénea para C2C. Comparande estos datos con los de los cau-
césicos observamos que no hay mucha diferencia en las frecuencias de los ale

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

Siguiendo con nuestros andlisis, el alelo mds frecuente de CHA es CHA3
(74%), y otro menos frecuente es C4AD (18%). Y para CuB la frecuencia mayor
corresponde a la variamte CuBl (81%). Las frecuencias de los alelos de CuA
y CUB en este grupo indfgena es parecida a la de los caucdsicos, porque la
frecuencia mayor de CHA 'también corresponde a CHA3 (63%), aunque con un va-
los un poco mds bajo, y la frecuencia de CUA0 se encuentra un poco mds elew
vada en los caucdsicos. Lo mismo que ocurre con CHA ocurre con C4B, es de-

!
cir, las frecuencias son parecidas.
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Como ya se dijo el gen estructural de GLO estd situado a 5 centimorgans
(5 unidades de recombinacitn) de los haplotipos del complemento hacia el cen
trdmero. Como recordamos el gen tiene dos alelos (GLO-1 y GLO-2). En la -
poblacién indigena el gen de GLO-2 tiene una frecuencia de 78% y GLO-1, 22%,
1o cual es diferente de otras poblaciones en otras partes del nundo; por -~
ejemplo, en caucdsicos 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 poblacién indfgena que estudiamos.

En la tabla VIse muestran todos los haplotipos del complemento presentes
en la poblacién indfgena; son un total de 8. Cinco de ellos existen en su -
variante con GLO-1, GLO-2, y los dltimos tres sélo existen con GLO-2; ésto
puede deberse a que en la poblacién normal de este grupo étnico no existe la
variante con GLO-L, 0 a que debido a su rareza no hayamos tenido oportunidad

de detectarla.

Se presenta ademds otra tabla (VII) en la que se incluyen los datos de
la frecuencia observada y la frecuencia esperada para cada uno de los haplo-
tipos (la frecuencia esperada se obtuvo usando la férmula que se armota al -

pie de la tabla).

No existen diferencias notorias entre las frecuencias observadas y las
frecuencias esperadas. Sin embargo, llama la atencién que del complotipo =

SC21 existen mﬁs casos con la GLO menos frecuente (GLO-1).
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ANALISTS DE LA FRECUENCIA DE COMPLOTIPOS EN MESTIZOS PD(ICANOS.

Al analizar estudios en familias de mestizos mexicanos, encontramos que
en el caso del FB; se obtuvieron dos variantes: el FBS y el FBF, siendo el -
primero el de mayor ﬁecumcia (87%) y el segundo menos frecuente (13%). -
Ahora bien, comparando estos datos con los de otras poblaciones, notamos que
la frecuencia del FB en mestizos mexicanos es muy parecida a la de los orien
tales, y también podemos afirmar que la frecuencia del FB en esta poblacién
es diferente a la del grupo &étnico Tzotzil, puesto que ellos presentan Gnica

mente el IBS.

En cuanto a los alelos de C2 encontramos que existe una frecuencia del
97% para C2C y del 2.8% para C2B. Dichos valores son mis parecidos a los de
los indfgenas mexicanos (98% para C2C), que al de los caucdsicos (95% para
c2C).

Con respecto a los alelos de CYA y CUB, el alelo mds frecuente de CHA -
es CHA3 (65.2%), y este valor es més parecido al encontrado en los caucisi--
cos (63%) que al valor encontrado en los ind@genas mexicanos (71.2%). Otro
alelo de CHA es CUA4, cuya frecuencia es mayor en los mestizos mexicanos --
(17:3%) que en los caucdsicos (7.5%) y que en los indfgenas mexicancs (4.1%).
En cuanto a los alelos de CuB, el que tuvo un valor més élevado fue el CuBl
(60.8%); dicho valor es un poco mds bajo que el de las poblaciones con las -
que hemos estado car;pax\ando (caucsicos e indfgenas mexicanos). Otro alelo

de CiB es el CuB2, cuya frecuencia es elevada en nuestra poblacién mestiza -
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(26%) en relacién a la poblaci6n blanca (11.8%) y a la de los indfgenas mexi
canos (8.2%). Ahora bien, en donde sf encontramos similitud en las frecuen-
cias de CuB0 fue en caucdsicos y en Jos 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% pa
ra GLO-2 y del 20.2% para GLO-1, los cuales se encuentran intermedios entre
los valores de las frecuencias encoantradas en los caucdsicos y en los indi-

genas mexicanos.

La asociacién entre los alelos ocwrre 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 individuales (desequilibrio de unidén). Por -
ejemplo, la asociacién 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 CHA3 y C4BL,
Por 1o comtrario, de 7 casos en que aparece C4AO, los 7 se encuentran asocia
dos con CuB3, También observamos que siempre que aparece la pareja de alelos
CHA3 y CuB2 estdn asociados con el FBS.

En la tablaIX se muestran todos los haplotipos del complemento presemtes
en la poblacién mestiza mexicana. Fueron un total de 163 9 de ellos s6lo -

existen en una de las formas de GLO y los 7 restantes tienen tanto la forma

de GLO-1 como la de GLO-2,

También se anotan las frecuencias esperadas para cada une de los complo

tipos, las cuales no difieren segin la f&rmula de las frecuencias observadas.
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Sin embargo, cabe hacer notar que en el haplotipo [FC3% el {nico caso -
que existe es con GLO-1 y que los otros 8 haplotipos individuales son de -
GLO~2. En el haplotipo SC32 los 6 casos de esta poblacién son de GLO-2, su-
giriendo que probablemente la variante con GLO-1 no existe en la poblacién

normal o es extremadamente rara.
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CONCLUSIONES

El grupo €tnico Tzotzil mexicano es una poblacién poco polimérfica para
los alelos de los genes del camplemento; ésto probablemente se debe a que ~
son ndcleos pequefios de gente y no suelen cruzarse con otras poblaciones. Es
decir, no ha habido introduccién de nuevos genes en la poblacién, y esto qui
z4 lo confirme el hecho de que este grupo indigena es hamogéneo para el FBS,
va que hasta este momento ninguna poblacién muestra una frecuencia del 100%
para el FBS, ademis de que presentan un desequilibrio de unién entre el com-
plotipo 8C21 y GLO-1. Estas dos caracteristicas de esta poblacifn indfgena
{frecuencia del 100% de FBS y desequilibrio de unidn entre SC21 y GLO-1), -
puéden representar una ventaja selectiva para que esta poblacién ﬁueda resis

tir cambios ambientales y el ataque de agentes infecciosos.

«

En cuanto a la poblacidn mestiza mexicana, obsewaﬁxos un mayor polimor-
fismo de los alelos de los genes del complemento que el que muestra el grupo
irdfgena Tzotzil, esto era de esperarse debido a que en los mestizos existe

una mezela de genes pmveniéntes de la raza negra, de caucdsicos (sobre todo
espafioles y franceses), de orientales y por supuesto de indfgenas mexicancs.
bPor ejemplo, podemos decir que la variante T del FB que presentan los mesti-
zos provino quizd de la raza négra, o de los caucdsicos, o de los orientales
pero nd de los indfgenas mexicanos. Ahora bien, es importante sefialar el de
sequilibrio de unién entre el complotipo 5C32 y GLO-2, el cual tiene una -

frecuencia alta en los mestizos mexicanos, cosa que no ocurre en los caucd--
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sicos ni en el grupo indigena estudiado, y quizd este desequilibrio de unicﬁn

sea caracteristico de la poblacién mestiza mexicana.

Es importante determinar la frecuencia de los alelos de los complotipos
en la poblacién normal (en este caso mestizos e indfgenas mexicanos), para -
que posteriormente se tipifiquen pacientes con enfermedades que se cree son
hereditarias, sobre todo enfermedades autoimmnes, y tomar la frecuencia de
los normales como controles para ver si existe asociacién de la enfermedad -
con algin alelo de los complotipos, o de algin gen susceptible a enfermedad
que se localize entre los Loed de los complotipos y el £ocus de la GLO. =~
Esto @ltimo debido a que en la regién HLA-DR, la cual se piensa que en el -
humano corresponde al &rea de la respuesta immune (en el ratén Ia), se encuen
tra la regién de los genes que codifican para las pm‘ceinas del complemento
y los genes de la enzima eritrocftica glioxalasa, por lo que los complotipes,
junto con el HLA-D/IR, el HLA-B y GLO, pueden darnos informacién de los genes

susceptibles a enfermedades.

Conclufmos que es importante la tipificacidn de los haplotipos del com-
plemento (complotipos), dada su localizacién dentro del Complejo Mayor de -
Histocompatibilidad (CMH). Adem$s, las técnicas usadas para la tipificacién
de los complotipos no son muy diffciles ni costosas comparadas con las de -
tipificacién de los ant@genos del HLA, va que la tipificacién del FB, C2, Cu
y GLO se realizan con equipo y material que tiene un laboratorio ccm?n, y -
se pueden detectar todos los alelos de los complotipos, mientras que para la

tipificacién del HLA se requieren reactivos espec{ficos para detectar cada -
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alelo. . Ademds, en el sistema HLA se detectan varios blancos, que pueden deber

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

tectar el produéto de egte gen, cosa que ocurre con frecuencia en México, ya -

que la tipificacién se realiza con anticueros de caucfsicos o de otras razas -

(no de mexicanos) debido a que en este pafs la producciSn de antisueros es casi
nula (por lo que la tipificacién del HIA en México es un gran problema). En tan
to que los genes nulos para C4A & C4B pueden ser detectados por inmunoelectrofo
resis cruzada, los alelos nulos para I'B son muy raros; el gen nulo para C2 se -
puede detectar por medio de la electroforesis y comprobarse por medicién de la

concentracién del suero de C2.

Otra ventaja que tiene la tipificacién de los complotipos es que se lleva -
poco tiempo, comparando con el que se requiere para la tipificacién del HLA, -
adends de que se pueden correr varias muestras a la vez, por lo que los complo-
tipos pueden ser determinados por una pequefia fraccién del costo de los haploti
pos del HIA. Finalmente, los complotipos pueden ser determinados con 1 ml de -
plasma, mientras que para la tipificacién del HLA se requieren 10 ml. o mis.

Todos los factores mencionados anteriormente hacen que los complotipos sean
importantes para determinar el donador de un miembro de una familia para el --
transplante de dr'ganos. Obviamente que se recomienda determinar todos los mar-
cadores del CMH 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 correspondiente.

En resumen tenemos que la tipificacién del complotipo es de gran utilidad
en genética de poblacifn, en programas de transplante y por su asociacién con

enfermedades, sobre todo enfermedades autoinmunes.
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