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Recientemente se ha descrito una entidad patolbgica autoinmu-—
ne que involucra la presencia de anticuerpos anti-fosfolipidos -
como causante de dafio a diferentes componentes del organismo. DL
cha entidad que reiine una serie de caracterfsticas clinicas y de
laboratorio, se le ha llamado sfndrome de anti-fosfolipidos, el
cual puede presentarse solo, denominandose "primarjio", o asocia-
do con alguna otra enfermedad autoinmune como el LEG.

E)l sindrome de anti-fosfolfpides es una enfermedad de cardc -
ter multifactorial en la que intervienen elementos gen€ticos y -
ambientales, los cuales interactuan para producir la alteracién.

En el presente estudio se analizéd si los familiares de los pa
clentes con sindrome de anticuérpos anti-fosfolipidos “primaric"
y familiares de pacientes con LEG presentan anticuerpos anti-fos
folipidos, asf como la posible participacién del CPH en la -
susceptibilidad al sindrome de anti-fosfolfpides.

Los anticuerpos anti-cardiolipina se detectaron por la técni-
ca de ELISA y los antigenos del sistem HLA fuerédn determinados
por la técnica de microlinfocitotoxicidad utilizando un panel de
antisueros. El factor B y C4 se estudiaron por electroforesis de
alto voltaje en gel de agarosa e inmuncfijacién con antisueros -
eapecificos; el segundo componente del complemento C2 se aetcrmi
n8 mediante electroenfoque y un ensayo hemolitico funcional con
un suero deficiente en C2.

los resultados muestran que los familiares de pacientes con -
sfndrome de anti-fosfolfpidos primaric no presentaron anticuer-

pes anti~cardiolipina., E1L 8.02% de los familiares de pacientes
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con LEG presentaron anticuerpos anti-fosfolipidos, 9 en algunos
casos a titulos mayores a 5 D.E. En el sf{ndrome de anti-fosfolf
pidos primarics se encontré una mayor frecuencia de pacientes de
Sexo Eeﬁenino, mientras que pacientes masculinos presentan titu
los de anticuerpos anti-fosfolipidcs mds altos.

En el estudio de las moléculas del CPH, se destaca el aumen-=
to en E;ecuancia del alelo nulo en C4A, preferentemente en el -
complotipeo SCOl en los pacientes con el sindrome de anti-fosfo-
lipidos primario. En los pacientes con LEG con anticuerpos anti
fosfolipidos positivos, también se encontrd el alelo nulo en --
C4A aumentado en frecuencia. En pacientes con el sindrome de an
ti~fosfolipidos primario, el marcador DR7 se encontrb aumentado
en frecuencia con respectoc a la poblacifn normal, mientras que
en los paéientes con LEG este marcador no eéxiate.

En conclusidn, el trabajo nos permitid establecer la existen
cia de marcadores gen&ticos asociados al sindrome de anti-fosfo
lipidos primario, que son el alelo nulo en C4A preferentemente
en el complotipo SCOl y el marcador DR7. Con el estudioc genéti-
co del sindrome de anti-fosfolipidos primario y de pacientes ——
con LEG, comparande los resultados reportados de EMTC, se propo

ne que el sindrome es una entidad patolSgica particular.
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El fenfSmeno de autoinmunidad es una respuesta inmune celular
y/o humoral difigida contra los componentes propios del organis
MmO . *
La autoinmunidad est8 marcada por una actividad excesiva o -
anormal de las células efectoras inmunitarias. Esta actividad -
puede incluir la produccifn de autoanticuerpos por los linfoci-
tos B y la infiltracifn de los tejides, o su destruceidn por -—-
lo8 linfocitos T y macrffagos. Aunque se desconcce la etiopato-
logfa de las enfermedades autoinmunes, se sabe que ciertos fac-
tores puedes desencadenar la produccifn de autocanticuerpos. Por
ejemplo, el uso prolongado de algunos fArmacos como la hidrolazi
na, procainamida, alfa-metildopa, sedormide, estibofen, entre -
otras (1, 2, 3, 4, 5). También se cree que la exposicisn a rayos
X o émlsiones de tipo gamma, procesos inflamatorios, procesos -
infecciosos virales persistentes (Pox virus, Herpes, Epstein-—
Barr), infecciones bacteriana (por ejemplo Mycoplasma) y facto-
res genéticos contribuyen al desencadenamiento de las enfermeda
des autoinmunes (6).

Las enfermedades autoinmunes se han clajificado en dos grupoé:
aquéllas S8rgano especificas como la tiroiditis de Hashimoto y -
aguellas donde el brgano afectado es inespecffico alterando a -
la mayorfa de los tejidos del individuo, como es el caso del lu
pus eritematoso generélizado (LEG) . ]

De los diversos grupos de anticuerpos descritos en el LEG y
degordenes autoinmunes relacionados, los anticuerpos anti-fosfo

l4pidos habfan recibido relativamente poca atencifén.



En la actualidad ha aumentado el interés, ya que se ha encon-
tradeo una fuerte correlac{Sn entre la presencia de estos anti -
cuerpos ¢on trombesis, trombocitopenfa y pérdida fetal recurren-
te. Esta asociacif®n no se limita a pacientes con LEG, vya que --
existen evidencias en donde un grupo de pacientes con estos tras
tornos forman un subgrupo diferentes de enfermedades autoinmunes
denominadas recientemente como "Sindrome de anticuerpos anti-fos
folipidos" (7, 8). El sindrome se caracteriza por los siguientes
rasgos c¢linicos: trombosis arterial y/o venosa, trombocitopenia
y prucba de Coomb's positiva, asociados con la presencia de anti
cuerpos anti-cardiclipina (aCL) a tftulos elevados. En otros es-
tudios, también se ha asociado a los aCL con pacientes gue cursan
con migrafia, livedo reticularis y corea (9). Los isotipos de los
anticuerpos detcctiados en los paclentes son principalmente de t1
po IgG e IgM (10, 11}. La presencia de las manifestaciones clini
cas a las gue se asocilan los anticuerpos anti-fosfolipidos, sin-
manifestaclones de otras enfermedades autoinmunes como LEG, en -
fermedad mixta del tejido conectivo (EMTC), etc., se le ha defi-
nido recientemcnte como sindrome de anti-fosfolfpidos “primario"
(8). Este aunado al diagnfSstico de alguna enfermedad autoinmune,
se denomina sindrome de anti-fosfolipidos secundario o asociado
a la enfermedad autoinmune identificada.

Como se sabe, la respucsta inmunolfigica en el humano esta re
gulada por.un grupa de genes localizados en el brazo cortec del
cromosoma 6, dunominado complejo plincipal de histocompatibili-

dad (CPH).



Los genes gue componen al CPH han sido clasificados en tres -
grupos en base a las protefnas que codifican. Los genes clase I
estan formados por los loci HLA-A, B y C; los genes clase II por
los loci HLA-DR, DP, y DQ y finalmente los genes clase III que -
codifican para tres protefnas del sistema del complemento (fac -
tor B, C2 y C4}) y que se localizan entre los locus HLA-DR y el —'
locus HLA-B. Los avances realizados en el conocimiento de la ge-
nética y la bilologia de las moléculas clase I, IT y III y su -—-—
participacifn en la requlacién de la respuesta inmunoldgica, han
fomentado la investigacién entre la asociacién de enfermedades -
autoinmunes y alelos de estos genes (12, 13).

Debido a que el CPH es el sistema genético humano mis polimdr
fico, en el presente trabajo se estudia el aspecto genético del-
sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos en relacién a los genes
de dicho complejo, considerando que existe predisposicién a la -
enfermedad por la presencia de algdn marcador éenético. De los -
genes con maycr posibilidad de participacifn, se encuentran las-

moleculas clase I1I, que como ya se menciono son las proteinas -

del complemento.
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3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Los anticuerpos anti-cardiolipina fueron reportados por prime
ra vez en 1906, cuando Wasserman describi® una prueba de fijacién
de complementc para detectar reagina, en el suero de pacientes -~
con sifilis (14). Durante las siguientes tres décadas, se utili-
z6 una variedad de tejidos normales gque por extraceifn con sol -
ventes orginicos (alcohol), sirvieron como fuente de material an
tigénico para detectar reagina en pruebas como fijacién de comple
nmento (Wasserman, Kahn) y floculacién (Price, Hinton, Venereal -
Disease Reference Laboratoy (VDRL}). En 1941, Pangborn (15) de -~
mostrd en extracciones con alcohol de misculo de corazén de buey,
que el antfgeno unido por la reagina es un fosfolfpido acid’ico -
que posteriormente fue llamado cardiolipina. -

Por estudios en personal militaxr y no militar durante la Segun
da Guerra Mundial, se identificaron individucs con pruebas posi-
tivas para sffilis sin evidencias clinicas de 1la enfermedad (16).
El desarrollo de la prueba de inmovilizaciSn treponémica (PIT) -
en 1949 por Nelsen (17), perﬁitié la identificaciSn entre pacien
tes con pruebas verdaderamente positivas y falsa positiva para -
8lfilis (17). En un estudio retrospectivo Moore y Mohr (16) en-—
contraron dos grupos de pacientes, aquellocs con pruebas falsa -
positiva transitoria (usualmente como resultado de la infeccién
intercurrente) y un segundo grupo de individuos que eran positi
vos persistentes por largos perfodos de tiempo. Este dltimo gru-
ﬁo fue identificado como reactores crbSnicos bioldgicamente fal-

sos positivos (BFP), definiaus como individuos sin evidencias -



¢lfnicas o epidemiolégicas de sifilis pero gue tenfan en repeti -
das ocasiones prueba estandar para s1f£ilis (PES) positiva y pre -
sentaban de igual manera PIT negativa por seis meses o nis,
Existe una alta prevalencia de enfermedades autoinmunes en pa-—
cientes con PES-BFP crénica incluyendo individuos con LEG, Sindrg
me de SjBgren (55), anemia hemolitica autoinmune (AHA), tiroidi-
tis de Hashimoto y artritis reumatoide (AR) (16). Un estudio pros
pectivo demostr$ gque pacientes con PES-BFP crénica pueden prece -

der a manifestaciones clinicas de desordenes autoinmuynes por va -

1

rios anfos (14, 18, 19, 20, 21, 22, 23). Tambi&n se demostrf cue

pacientes con PES-BFF tienen una alta frecuencia de otros auto

anticuerpos, particularmente anticuerpos antimucleares (AAN), en-

un 40-50% {14, 24}.

Durante los afios 50's, mientras el interés vor pacientes PES-

BFP iba en aumento, se describieron dos casos de pacientes con -
LEG gqua presentaban desSrdenes hemorrigicos y Eiempcs prolonga -
dos de protrombina y coagulacifn de sangre total con PES-BFP (25)
En base a lo anterilor, se pensd en una posible relacidn entre aé
ticoagulantes circulante y PES-BFP. Posteriormente se dio la pri
nara descripcién del anticoagulante circulante. En 1955 se des -
cribié en una mujer con caracterfsticas clinicas de LEG, la pre-
sencia de anticoagulante circulante y PES~BFP. Ademds, su bebé =

presentd anticuagulante circulante por tres meses y PES~BFP por

sais meses posteriores al nacimiento (26).
En un trakajo desarrollado en 1957, se mostré que la cardio-

lipina prese. = en el antigeno de Kahn puede absorber la activi

ia




dad anticoagulante lipica (27).

Originalmente, el anticoagulante liGpico (AL} se asocid a hemo
rragias, debido a gue cuando se encantraba presente se aumentaban
los tiempos de coagulaci®n "in vitro“. Sin embargo r&pidamenée -
surgieron evidencias de que anormalidades hemorrigicas en pacien
tes con AL son raras. Cuando se presentan hemorragias por lo ge-—
neral se deben a la presencia de trombocitopenia o hipoprotrombi
nemia, lo cual ocurre frecuentemente en pacientes con AL (28, 29,
30). ParadSjicamente el AL se ha asociado a trombosis (7, 31, 32,
33, 34, 35, 6).

La asociacién de anticoagulante lidpico con trombosis, trombeo
citopenia y pérdida fetal recurrente, ha ido en aumento por el -
avance en los conocimientos clinicos en los qué han centrado su
investigaciSn los Hospitales Hammersmith y St. Thomas de Londres,
asl como en la bdsqueda de té&rnicas m&s confiables y sensibles -~
para detectar y caracterizar al anticuexpo (37}. Dada la asocia-
cién del anticoagulante lfipico con la PES-BFP y la demostracidn
de una reaccifn cruzada de estos anticuerpos con fosfolipidos ==
por técnicas de difuaisSn doble en agar (38), se hayl empleado las’
tdcnicas de radioinmuno ensayo de fase sSlida (RIAs) y Enzyme --—
Linked Immunosorben£ Assay (ELISA) para detectar anticuerpes --—
anti-~cardiclipina .(39, 40) . Estucliios iniciales y trabajos subse
cuentas, han mostrado una estrecha relacifn entre anticuerpos -
anti-cardiolipina detectados por RIAs y ELISA y anticoagulante
1dpico (39, 40, 41, 42, 43).
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3.2 ANTICOAGULANTE LUPICO

La caracteristica m&s distintiva del anticoagulante ldpico, es
su poder de prolongacisn de las pruebas de coagulacién dependien-—
te da fosfolfpidos (30, 44).

EY} anticocagulante ldGpico actda a nivel del complejo activador
de la protrombina en la cascada de la coagulacidén figura (1), --
causando con esto una prolongacifén del tiempo de activaci®8n de la
tramboplastina parcial (APTT evalda via extrfnseca), tiempo de -
veneno de vibora de Russell (RVVT evalia factores VII y X), con
menor frecuencia, prolongacién del tiempo de protrombina (TP eva
lda vfa extrinseca y anticoagulante circulantes) manteniendose -
al tiempo de trombina con valor noxmal (TT evalua fibrindgeno).
los resultados anteriores sugileren que el anticoagulante lGpico
no tiene efecto en la via extrinseca o intrinseca hasta la acti-
vacién del factor X. Un tiempo de trombina normal suglere gue el
anticoagulante no actda en puntos posteriores de la casacada. El
hacho de que el efecto del anticoagulante ldpico no se debe a la
deficiencia de los factores de la cascada, se demuestra porque —
el tiempo parcial de tromhoplastina, gue pe encuentra aumentado,

no se corrige con la adicién de un volGmen igual de plasma nor-

‘mal pobre en plaguetas. En la prueba de adicifn de plasma normal,

la inhibicién del APTT es inmediata y no se incrementa progresi-
vamente con el tiempo de incubacién, como sucede con anticoagu -
lantes que inhiben factores especificos de la cascada, por ejcm-
plo, anticuerpos antiffactor VIII (30). Diversos estudios han --

mostrado que e) anticoagulante l0pice es una inmuncglobulina de
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CASCADA DE LA COAGULACION

VIA EXTRINSECA VIA INTRINSECA

R o - iXa " 7| complejo
]
:V |l Activador de la
||Ca 2+ : Protrombina
|FOSEQLIPIDOS!
PROTROMBINA » TROMBINA

FIBRINOGENO ———— 3 FPIBRINA

Figura (1). El anticoagulante ldpicc actia a nivel del com-
Apl‘ejo activador de la protrombina. Se une a la porcisn fosfoli-

- pfdica del complejo inhibiendo la conversiSn de protrombina a -
trombina. )
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las clases IgG y/o IgM (45, 46},

Afn cuando el mecanismo por el cual el anticoagulante ldpice
iphibe la accién del camplejo activador de la protrombina se des
conoce, se cree gue interactua de alguna manera con la porcidén -
fosfolfpica del complejo (30, 44, 47, 48). Existen importantes =
evidencias que muestran el anticoagulante ldpico es un anticuer-
po anti-fosfolfpido. Thiagarajan (38), mediante 1a técnica de --
Ouchternlony, mostré que anticuerpos monoclonales IgM con activi
dad anticoagulante ldpica de un paciente con macroglobulinemia -
de Waldeaes—— Ma=~ ~z3ccibn cruzada con fosfolipidos de carga
negativa. En un estudic subsecuente se encontrd gue la fraccifdn
gamma-globulinica de pacientes con AL, present8 reaccifn cruzada
con fosfolipidos de carga negativa. Mediante micelas de fosfati-
dilserina-colesterol-fosfatidilcolina purificaron IgG policlonal
de pacientes positives para AL y demostraron que dichas preparxa-
clonas de anticuerpos tienen actividad anticoagulante ldpica (30,
49). Estudios realizados con anticuerpos anti-cardiolipina apoyan
lo anterior. Pacientes con AL, estudiados por Harris (39), pre -
sentaron niveles de anticuerpos anti-cardiolipina IgG y/o IgM —-
elevados, detectados por RIAs. Se ha encontrado una fuerte corre
lacién entre el grado de positividad de la prueba de anticoagu -
lante }ﬂpico y el grado de elevacién de los niveles de IgG an-—
ti-cardiolipina (41). Los anticuerpo-v anti-cardioclipina, asf
como di?anticoagulanca lGpico, tienen reaccidn cruzada con fos
folipidos de carga negativa (42, 43). Los anticuerpos IgG -

e IgM anti-cardiolipina purificados por afinidad, mostraron -
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actividad anti-coagulante. Ademis, lag asocilaciones clinicas del
anticoagulante ldpico y los anticuerpos anti-cardiolipina son ~-
las mismas, es decir, trombosis, trombocitopenia y pé&rdida fetal
recurrente (39). Loa anticuerpos anti-cardiolipina detectg:?os' por
RIAs y el anticoagulante ldpico probablemente tienen la misma o

muy similares especificidades.

3.3 ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA

Los anticuerpos anti-cardiolipina han sido detectadoa por téc-
nicas de ELISA y RIAs, donde principalmente se emplean fogfolipi-
dos de carga negativa como la foafatidilserina, foafatidilglicerol
y fosfatidilinositol (39, 42, 43, 50).

Existen evidencias de que dichos antigenos son reconocidos -—
tambi&n por el anticoagulante ldpico, sin embargo, afin se discu-
ten dichos puntos.-

Una de las preguntas m&s controversiales con respacto a los -
anticuerpos anti-fosfolipidos, es su relacifn con anticuerpos an
ti-DNA. Diversoas estudios con anticuerpos monoclonales anti-DNA
obtenidos de hibridomas de ratén-ratén (51, 52) e hidridomas huma
no-humano (53), han mostrado una reacciSn cruzada con cardiolipi
na. En otros estudios se ha visto gue anticuerpos monoclenales -
anti-cardioclipina ‘obtenidos de hibridomas ratén-ratdén (54] mues
tran reaccifn cruzada con DNA. Al parecer, la reactividad cruza-
da se debe a las uniones fosfodiester del DNA y la regifin polar
de la cardiolipina (55). Esto podria explicar parcialmente el am
plio rango da anticuerpos encontradeos en el LEG por la propuesta

de un antigeno vixtu‘?lmenco presente siempre, de tal forma que un
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fogtelipidos de carga negativa puede estimular la formacién de -~
anticuerpos con especificidades aparentemente diferentes, pero -
con reconocimiento tanto de DNA como de fosfolipidos (56).

En estudios realizados en paclentes con LEG del INNSZ y repor
tes de otros autcres como Harris E. N., Gharavi A. E. y Hughes G.
R. V., se encontrd qgue pacientes con niveles elevados de anti -
cuerpos anti-cardiclipina {por arriba de 5 desviaciones estindar)
pocas veces tianen niveles altos de anticuerpds anti-DNA de cade
na doble (cdDMA) y/o simple (csDNA) (33, 42).

En un estudio de 10 pacientes con niveles de anticuerpos anti
cuerpus anti-cardiolipina muy elevades, los anticuerpos anti-car
diolipina inhibieron la actividad de unién con cardioclipina en -
los nismosg, el DNA de cadena doble y de cadena sencilla, inhibie
ron la actividad de unifn a cardiolipina en s6lo 2 de los 10 pa-
cientes probados. En otros 10 pacientes con niveles altos de an-
ticuverpos anti-dcDNA v anti-csDNA, los cdDNA y csDNA inhibieron
marcadamente la unién a cdDNA y csDNA, no ocurriendo de esta ma-
nera con cardiclipina (42).

Otro de los estudios que apoya que no existe reaccidn cruzada
entre anticuerpos anti-DNA y anticuerpos anti-cardiolipina, fue
realizado por Harris y colaboradores en 1985, quienes purifica-
ron por afinidad los anticuerpos policlonales anti-cardiolipina
de $§ individuos. El purificado no reconocid deDNA ni ©sDNA.

De la misma manera, se purificaron anticuerpos policlanales
anti-csDNA de 2 individuos, este purificado tampoco reconocid -

cardiolipina (43}. Por Gltimo, manifestaciones patocl&gicas -—---
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camo trombosis, trombocitopenia y pérdida fetal recurrente se -
asocian a anticuerpos anti-cardiolipina, no asf{ a anticuerpos -
anti-DNA (39). '

Las cargas solas no son suficientes para explicar la unisin de
los anticuerpos anti-cardiolipina a los fosfolIpidos de carga -
nagativa, ya que el anticuerpo no reconoce fosfatidilglicerol nit
&cido hialurénico (43). El hecho ds que el anticuerpa @ti-mr—
diolipina no reconozca al fosfatidilglicerol, sugiere gque la pox-
cién del Scido es esencial para su antigenicidad (figura 2).

Los estudios de Inove y Nojima (57, 58) muestran que los anti
cuerpos anti-cardiclipina se unen a las cargas negativas de los
grupos fosfodiester de la cardiolipina, y la porcién glicerida-
de la molécula es esencial para que ocurra la unifn. La sustitu
ci6n de la parcidén glicetida de la molécula de cardiolipina por
un anillo bencilico, provoca una disminucidn de la mthehieidad
(.E.i.gqrn 2) . De lo anterior se propone que los anticuerpos anti-
cardioliina Be unen‘ a la molécula no sSlo por las cargas negati
vas de& loa grupos fosfodieater (como los del DRA) sino que

_mfs este debe estar en la forma de fosfolipido.

La relacidn entre anticuerpos Antt-ca;diolipma detectados -~
por RIAs y ELISA, los anticuerpos detectados por la PES-BFP y —
la reagina (el ;néxcuarpo presente en s{filis) es d!.!lcii de ex
plicar. Dos estudios muestran gque no ciiaf.u relaci8n antre 'niv_o_
les de anticuerpos anti-cardiclipina y titulos de VDRL (42, 59,
60). Sin embargo, se ha encontrado que alguncs suexos de pacilen

tes sifiliticos {con reaginal presentan una baja unién a cadio-
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“lipina en prueba de RIAs y ELISA, y cuando existe un alto recono
cimiento, es usualmente debido a inmunoglobulinas clase IgM. Por
otro lado, reactores BFF invariablemente tienen altos niveles de
anticuerpos anti-cardi{olipina (42}, perc tftulos bajos en la prue
ba de VDRL (59), lo que sugiere que la reagipa, el anticuerpo --
presente-en 31fi1lis, es diferente de los anticuerpos responsables
de la PES-BFP, asf como de los anticuerpos anti-cardiolipina de-
tectados por RIAs y ELISA, y diferente también del anticoagulan-
te lfipico. La hipStesis anterior se apoya en el trabajo de Jahns
gon y Lassus (62) que muestra gue la actividad anticoagulante se
detecta s6lo en el suero de pacientes con una reaccién PES-BFP,
Pero no en suero de pacientes con sffilis. Ademds, se encontra -
ron diferencias entre los patrones fluorescentes de anticuerpos
anti-mitoéondxiales de sueros de pacientes con sffilis (patrén -

M1) y sueros de pacientes PES-BFP (patrén M5) (63, 64).

3.4 ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS.
3.4.1 FPRECUENCIA

En diversos estudios, la frecuencia del anticoagulante 1ltdpico

ae reporta comc de 6-24% en los pacientes con LEG (30, 47). Las
variaciones en la sensaibilidad de la prueba para detectar el an-
ticoagulante lupico hacen que la frecuencia sea diffcil de esta-
blecer (30, 65).

E] anticocagulante ldpico no se limita a pacientes con LEG, se
ha descrito también en otros padecimientos autoinmunes inducidos
por firmacos y desSrdenes Infecciosos (28, 29, 33, 34, 66).

De 167 pacientes con LEG estudiados parxa. anticuerpos anti-car-—
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diclipina de la c¢lase IgG, se encontrd gue 82 (42%) presentaron
titulos elevados (41, 67}, El estudic anterior concuerda con el
trabajo realizado en 500 pacientes con LEG estudiados en el De-
partamento de Inmunologfa y Reumatologfa del INNSZ. Los anticuer
pos anti-cardiolipina de la clase IgG han sido detectades tam —
bién en otros desdrdenes autoinmunes como sindrome de Squren -
bPrimario, enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC), artritis
x:e.umatoide (AR}, purpura trombocitopenica i1diopatica, sindrome
de Behcet (SB), miastenia gravis y desérdenes autoinmunes no de-—
finidos. Altos niveles de anticuerpos anti-cardiolipina de la -
clase IgM estin mids ampliamente distribuides que-—los anticuerpos
anti-cardiolipina de la clase IgG y se han encontrado en autoin
muridad inducida por f&rmacos y en desdrdenes infecciosos inclu
yendo algunos pacientes con sffilis, Nivelegs muy altos de IgG -~
anti-cardiolipina (mayores a 5 deaviaciones estadndar por arriba
de la media normal) estan relativamente restringidos a pacien-
tes con LEG, pacientes con sindrone de anti-fosfolipidos "prima
rio® y un pequefio nfimero de pacientes con otros desSrdenes auto

inmunes.

3.4.2 TROMBOSIS

Diversos centros en todo el mundo han encontrade episodios —
trombbticos prevalecientes c'an pacientes con anticuerpos antifos
folfpidos (32, 43). En un estudio completo de pacientes con una
amplia variedad de niveles de anticuerpos anti-cardiolipina de-
la clase IgG, mostraron que la prueba es altamente predictiva -

para trombosis a niveles altos del anticuerpo (10, 68}.
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La trombosls ptede ocurrir en cualquier parte del sistema vas
cular. La trombosis de las venas superficiales y profundas de -
‘las pilernas se reporta con mayor frecuencia (32); también existen
reportes de c:ombosis'de las venas renales, de la vena cava infe
ripr y de las venas suprahepdticas que sSe manifiesta como sindro
meé de Budd-Chiari e hipertensidén pulmonar debida.a embolia multi
Ple o trombosis de los vasos pulmonares (69%9). En la circulacién
arterial, se reportan frecuentemente los ataques de isquemia (32).
También existen reportes de infartos al miocardio (70, 71, 73) y
trombosis de las arterias que abastecen los miembrog superiores
e inferiores, las visceras abdominales y la retina. Los pequefios
vasos sanguinecs de los glométules (70) y de la placenta también
son sujetos de proceso trombbticos (73, 74, 75).

La asociacién de anticuerpos anti-fosfolipidos con trombosis
es independiente de la presencia del LEG u otras enfermedades --
autoinmunes definidas (10). Esta afirmacifn se apoya en la detec
cidn de anticuerpos anti-cardiclipina en 13 de 62 ;obzaviviente
de infarto al miocardic menores de 45 afios (71) , ninguno de los
cuales tienen desSxrdenes autéinmunes definidos. Ocho pacientesv—
con £ivelea altos de anticuerpos anti-cardiolipina continuamente
presentaron episodios de problemas cardiovasculares durante 36 a
64 meses de seguimiento (71, 76). Existen pocos hallazgos gue ex
plican ia naturaleza de la unifn entre anticuerpos anti-fosfoli-
pidos y trombosis. La hip&Stesis mis difundida, basada en los tra
bajos de Carreras y colaboradores (73, 77), propone que los anti

cuaerpos pueden inhibir la produccidn de prostaciclina por las -



células endoteliales provocando un incremento en la aqregaciﬁn.—
plaquetaria y, poxr lo tanto, trombosis. M4s recientemente, en un
estudio de tres pacientes con anticoagulante lfipico, se muestra=-
que el plasma de estos individuos Inhibe la actividad precalicrei
na y por lo tanto la fibrinolisis (75, 78). Por otro lado, se --
cree que los anticuerpos anti~fosfolipidos pueden unirse a los -
fosfolipidos de las células endoteliales, produciendoles dano --
que redunda en la disminueién de la liberacién del complejo acti
vador del plasmin&geno (79). Otra posibilidad es que los fosfoll
pidos pueden unirse a la membrana de las plaquetas y provocar la
agregacifn formando trombos. Tambi&n se ha encontrado que la ---
fraceifn IgG de pacientes con antjicuerpos anti-cardiclipina, pue
de inhibir a la trombomodulina (80). Esta proteina, cuando es uni
da por la trombini, activa a la proteina C, que es un importante
anticoagulante end&geno. Un estudio reclente gugiere que los an-
ticuerpos anti-cardiclipina puede neutralizar el efecto que in -
crumenta la activacién de la protefna C por los fosfolfpidos en
la formacidn del complejo trombina-trombomodulina.

Todos los mecanismos que proponen la asociaci6n de anticuerpos
anti-fosfolfpidos con trombosis, asumen que estos anticuerpos -
estan involucrados directamente en los procesos trombSticos, pe-
ro axisten muchas preguntas aln sin contestar. Por ejemplo, no -
todos los pacientes con anticuerpos anti-fosfolipidos tilenen -
trombosis. Una respuesta parcial a lo anterior, es gue por razo-

nes que no se conocen, la trombosis parece ocurrir principal --
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mente en pacientes con niveles moderados y altes de IgG anti-car
diolipina (10). Estudios realizados en el INNSZ apoyan lo ante-
rior. Por otro lado, los pacientes gque presentan gsolamente IgM
anti-cardiolipina elevada, aun cuando el anticuerpo tiene activi
dad anticoagulante ldpica, no parecen ser propensos a las compli
caciones clinicas asociadas a los anticuerpos anti-fosfolipidos
(81, 82). Se ha encontrado recientemente un pequefio ntmero de pa
cientes con niveleg elevados de anticuerpeos anti-cardiclipina -
IgM 8 IgA que tienen historias de pérdida fetal recurrente y —-
trombosis (83). Aun cuando se acepta que la IgG anti-cardiolipi
na juega un papel importante en la trombosis, es necesario expli
car por gue s65lo algunos pacientes tienen repetidamente niveles

elevados de anticuerpos anti-cardioclipina sin complicaciones.

3.4.3 PERDIDA ?ETAL

’ Abortos espontdneos repetidos y muerte intrauterina en presen
cia y ausencia de LEG, parecen también ser un; de las manifesta-—
ciones mayores del sfndrome de anti-fé&sfollpidos (84, 85). Mien-
tras que el anticoagulante ldpico se habia asociado con el ries-
go aumentado de pérdida fetal, alguncs trabajos apoyan gue la -
determinacifn de los niveles de anticuerpos anti-cardiolipina -
por RIAs o ELISA son los métodos m&s sencibles comunmente usados
para la prediccifn de peligro o muexrte fetal en embarazadas con
LEG (85). Lo anterior sugiere que el mismo método de deteccifn
puede ser usado en el seguimiento de mujeres con abortos recu -
rrentes que no tienen LEG.

Las anormalidades vasculares placentarias estudiadas incluye
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trombosis, que fue observada principalmente en pacientes con LEG,

pox lo tanto, se cree que los anticuerpos anti-cardiolipina indu

cen trombosis vascular placentaria, pudiendo ser esta la respon-—
sable del alto riesgo de pérdida fetal en aquellos pacientes que

tienen altos niveles del anticuerpo. En un trabajo se reportan -

placentas pequefias de acuerdo a la edad gestacional y al peso -
del feto, lo que sugiere que los anticuerpos anti-cardiolipina
8a unen a los fosfolipidos antigénicos de la placenta, pudiendo
en algunos casos ser capaces de inhibir el crecimientc placenta

rio y en otros inhibir el paso de nutrientes a través del 6xga-~
no (B85).

3.4.4 TROMBOCITOPENIA ¥ PRUEBA DE COOMB®'S POSITIVA

En pacientes con anticuerpos anti-fosfolipidos es frecuente
encontrar una cuenta plaquetaria baja (10, 86, 87). No obstante,
un conteo de plaquetas lo suficientemente bajo para causar una
hemorragia es relativamente 'poco frecuente, por lo que es reco-—
mendable siempre realizar un conteo de plaquetas en pacientes
con anticoagulante ldpico que presentan hemorragias (30). La =
prueba de Coomb's positiva es frecuente en pacientes con anti -
cuerpos anti-fosfolipidos a niveles elevados, y algunos traba -
jos apoyan que la anemia hemolitica también se ha encontrado --
asociada a niveles altos de anticuerpos anti-fosfolipidos (88).

Los macanismos por los cuales ocurre la trombocitopenia afin
no se conocen. Es muy posible que los anticuerpos anti-fosfolfi-~

pidos se unan a los fosfolipidos de la membrana plaquetaria pro

vocando la destruccién de dichas células. Alternativamente, los
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anticuerpos unidos a las plaguetas pueden incrementar el recono-

cimiento y destruccifn de las plaguetas por el sistema retfculo-

endotelial, De la misma manera, los anticuerpos anti-~fosfolipidos

pueden unirse por reaccidn cruzada a los fosfolfpidos de la mem-
brana de los eritrocitos provocando su destruccién, lo cual da -
una prueba de Commb's positiva,

3.4.5 DESORDENES VASOSPASTICOS

El livedo reticularis es un problema de la piel que se relacio
na con vaso constriccién anormal; recientemente se ha asocjiado -
con nivales elevados de anticuerpos an}i—éaxdiolipina (891, E1 -
livedo reticularis es causado por acumulacifn de sangre en los -
vases capilares de la piel y venulas gue se encuentran dilatadas,
generalmente se presenta en las extremidades y en el tronco. ==~
Hugues y colaboradores propusieron originalmente la existencia -
de una relacifn entre pacientes con LEG que desarrollan livedo -
recicularis con niveles elevados de anticuerpos anti-cardiolipi-
na (90)., Weistein y colaboradores confirmazon dicha relacifn. La
asociacién de los anticuerpos anti-cardiolipina a tftulos eleva-
dos con livedo reticularis en el estudio de pacientes con LEG,
sugiere que el livedo reticularis en dicha enfermedad es secunda
ric a les procasos'trombéticos gue hacen que los vasos sanguil --
neos de la piel sean aparentes. Estudios de biopsias de las le -
aiones son necesarios para confirmar lo anterior.

Otros trabajos realizadosg sugieren gue los anticuerpos anti -
fosfolipidos pueden estar patogenéticamente relacionados con la

enfermedad de Sneddson (asociacibén de livedo reticularis cen hi-
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pertensifn inestable y anormalidades neurol@gicas). La oclusién
de la arteria retinal central se reporto recientemente en pacien

; tes que presentan la enfermedad de Sneddson, 108 cuales son po-

sitives para la presencia de los anticuerpos anti-fosfolipidos.

3.4.6 DESORDENES NEUROLOGICOS

Un ndmero importante de sindromes neurol8gicos ocurre en aso

ciacién con anticuerpos anti~fosfolipidos (91, 92). La trombo-

sls cerebrovascular en pacientes con LEG, tiene una fuerte aso-~
cilacibn con la presencia de anticuerpcs anti-fosfolipidos (92).
Atagques transitorios de isquemia y anaurosis fugax se han descri
] to también en estos pacientes. Algunos casos de problemas neuro
% l16gicos no trombdticos como corea, epllepsia, neurcopatia de Ja-
! maica, mielitis transversa (esclerosis lupoide), sindrome de -~
: Guillain-Barre y migrafia, también se han asociado con la presen
cia da anticuerpos anti-fosfolipidos (90, 93). El papel patogé-
nico de los anticuerpos anti-fosfolipidos en estas condiciones,
sugiere una potenclal reactividad ¢xuzada con fosfolipides del

sistema nervioso central (90, 94).

3.4.7 HIPOCOMPLEMENTEMIA

En estudios recientes se ha encontrado asociacifn entre anti
I cuerpos anti-cardiclipina e hipocomplementemia, y una asociacidn
i similar entre actividad anticoagulante liipica y bajos niveles -
: de C4, pero no de C3 {(95) . Existen pocas publicaciones de estu
dios que examinan niveles de complemento y anticuerpos anti-car
dioclipina positivos o anticoagulante lilpico positivo con o sin
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LEG, Schleider y colaboradores (25] no encontraron asociacidén --
con niveles de complemento en 58 pacientes con anticoagulante 1d
pico; no obstante, solo 16 tenfan LEG. NorBerg y colaboradores -
{96) encontraron ce algunos anticuerpos anti-mitocondriales del
tipo M5, fueron reactivos con cardiolipina y bajos niveles de Cd.
Los trabajos de Hazeltine Yy colaboradores (95) sugieren que la
agociaecifn de anticuerpos antiuéardiolipina y el anticoagulante
1Gpico con hipocomplementemia, es independiente de la actividad
del LEG.

La etiologfa de la hipoccmplementemja en pacientes con LEG
as probablemente multifactorial, refleja una sfntesis hepdtica -
baja y un hipercatabolismo secundario por la activacién del com~
plemento, debido a la formacién de complejos inmunes circulantes
(CIC). Se puede sumar a loa factores la asociacifn del anticoagu
lante lfpico e hipecomplementemia, que proveen evidencias indi -
rectas de otros mecanismos que contribuyen con el estado de hipo
complementemia. En 1959, Loeliger demostrS qgue un cofactor en el
plasma normal incrementa la accifén del anticoagulante ldpico (7).
En 1965, ¥in y colaboradores (98) postularon_ que el cofactor era
una gammaglobulina, pero un estudio detallado hecho por Rivar, -~
Schiffman y Rappaport (99) mostré que el cofactor era inestable
a 56°"C por 30 minutos; se absorbe en forma mfnima con sulfato de
bario e hidr&xido de aluminio, tiene un pesc molecular de 200 000,
y es precipitable con sulfato de amonio al 50-70%. Las caracteris
ticas descritas son similares a las del complemento. Basados en

estos datos, Hazeltine y colaboradores postulan que en los pacien
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tes con anticuerpos anti-cardiolipina y actividad anticoagulante
ldpica, el complemento puede ser activado y funcionar como cotac
tor gque potencializa la actividad anticoagulante lfipica, lo que
contribuye al estado de hipocomplementemia (95). La falta de aso
ciacién entre anticoagulante lGpice y C3 no necesariamente contra
dice la hip&tesis, ya que C3 es considerado un reactivo de fase-
aguda, y sus niveles no slempre reflejan el grado de consumo del
cemplemento. La medicifn de C4 es considerada un marcador m&s sen
sible, de mencs episodios de activacién del complemento "in vivo;
y el antficoagulante ldpicoe y la cardiolipina estan ascociados con

bajos niveles de C4.

3.5 SINDROCME DE ANTICUERPOS-FOSFOLIPIDOS

La existencia de un posible "sindrome de anticuerpos anti-~fos
folfpidos” es afin debatible. No obstante, la combinacién de trom
bosis arterial y/o venosa, pé&rdida fetal recurrente, trombogito-
penia y prueba de Coomb's positiva, ocurre frecuentemente en pa-—
cientes con anticuerpos anti~cardiolipina (8, 117).

Uno de los estudios gue m&s apovan la existenéla del sindrome
eés el llevado a cabo por Harris y colaboradores. En 121 pacientes
con anticuerpos anti-cardiolipina divididos en tres grupos: posi-
tivos altos, positiver bajos y normales, se determind la distri-
bucifn de pacientes con algunas combinaciones de 4, 3, 2, 1 o nin
guna de las siguientes caracteristicasg: trombosig, pérdida fetal
recurrcente, trombocitopenia v prueba de Coomb's positiwva. 21 pa-
cientes con 3 o 4 caracteristicas clinicas estuvieron en el grupo

de anticuerpos anti-cardilipina, positivos altes {16/21) y posi-
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tives bajos (5/21), En el otro extremo, estuvieron los individucs
con ninguna complicacién de las mencionadas, el grupo normal —-

(18/34} o positives bajos (12/34), s6lo 4 de 45 pacientes estu -

viaron en el grupo positivo alto sin tener ninguna de las carac-
teristicas clfnicas. Existe una fuerte correlaciédn estadistica -
entre anticuerpes anti-cardiclipina de clase IgG y el nfimero de

caracteristicas clinicas {p<0.001). Los hallazgos son importantes -
cuando se evaluan pacientes con altos niveles de IgG anti-cardig
lipina que pueden desarrollar tromboasis, p&rdida fetal o trombo-
citopenia (10). Los estudios realizados con anticuerpos anti-fos
folfpidos sugieren que migrafia, livedo reticularis y corea pue-—

den también formar parte del sindrome, pero necesita afn ser de~

mostrade en forma contundente.

3.6 COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El complejo principal de histocompatibilidad esti formado por

un grupo de denes lobalizados en el brazo corto del ¢romosoma 6
humano (100, 101, 102). Estos genes han sido clasifjicados en tres
grupes en base a la protefina que codifican.
1Los genes clase I estin constituidos por los loci HLA-A, B y
C que codifican para una proteina que se encuentra en la super-
ficie de todas las células nucleadas (102, 103) y, que se ha re
lacionado con el reconocimiento de células infectadas por virus,
activacién de células T y rechazo de injertos (104}, La proteina
- esta formada por dos cadenas polipeptidicas unidas no covalente

mente y de peso aprbéximado de 43 000 y 12 000 daltons. La cadena
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ligera es una beta-2-microglobulina no polimdrfica y gque es codi
ficada por un gen localizade en el cromosoma 15; la cadena pesa-
da es un polipdéptido glicosilado que es codificade por: los ale—-—
los HLA-A, B y C gue se encuentran en el brazo corto del cromoso
ma 6 humanc y gue es la que da el elevado polimorfismo.

Los genes clawe II, formados por los loci HILA-DR, DP y DQ, co
difican, por su parte, antfgenos de superficie que tienen una --
distribucién muy restringida en cuanto al tipo de cé&lulas que --
las expresan, se localizan en los linfocitos B, macr6fagos, lin-
focitos T activados y c&lulas endoteliales; estos antigenos se -
han relacionado con la cooperacién célular (105} y est&n forma -
dos por dos cadenas polipeptidicas glicosiladas alfa y beta uni
&as no covalentemente y de peso apr6ximado de 33 000 y 28 000 =--
daltons respectivamente. El polimorfismo de estas moléculas resi
de OGnicamente en la cadena beta.

Por dltimo, los genes clase IXII son un grupo formadeo por cua-
tro genes que codifican para dos protefnas de la via clidsica del
complemento (C2 y C4) y una de la vfa alterna {(factor B), te -
niendo la caracteristica de que el gen que codifica para C4 se -
ancuentra por duplicado (C4A y C4B), con una longitud de apréxi-
madamente 120 kilobases (Kb) del brazo corto del cromosoma 6 hu~
mano .

~El c4 es una glicoprotefna, cuya estructura fue caracterxrizada
en 1963 como una beta-l-globulina con un peso aproximado de 200
mil daltons. En 1974, Scheiber y Muller demostraron gque C4 esté

formado de tres subunidades unidas por puentes disulfureo, la al
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fa, beta y gamma cuyos pesos son 98 000, 78 060 y 33 daltons res
pectivamente (106).

El segundo compenente del complemento (C2) ha sido unc de los
componentes mis diffciles de obtener, ya que se presenta en el -
suero en ¢oncentracicones muy bajas (15-20 mg/ml) y es sumamente-
vulnerable a la proteSlisis durante su obtenciSn. La protefna es
ta formada por una cadena lGnica de peso molecular aproximado de-
100 000 daltons que durante su activaciSn se divide en dos cade-
nas no unidas por puestes disulfuro y de peso molecular de 70 000
¥ 30 000 daltons; la protefina activa puede ser una proteasa con
el gitio catalftico en la cadena m&s pesada.

Debide a la cercanfa de todos estos genes, se ha observado --
que la recombinacifn entre cromosomas homSlogos ocurre con una -
muy baja frecuencia, heredandose todo el grupo de genes en blogue
(£igura 3).

El CPH juega un papel muy importante desde el punto de vista-
bioclSgico debido a la cantidad y trascendencia de sus funcicnes
en el organismo. Algunas de estas funciones son: l) regulacién -
de la produccién de anticuerpos humorales; 2) regulacitn de la -
produccidén de células T de ayuda; 3) regulacién de ciertas fun -
ciones de la respuesta inmune; 4) regulacién de la reaccién de -
injerto contra huésped: 5) biosintesis de componentes del comple
mento; 6) vigilancia inmunolégica; 7} marcadores para la identi-
ficacién de genes involucrados ‘en la patogénesis de varias enfer
medades, sobre todo de enfermedades autoinmunes; y 8) regulacidn
de la embriog6nesis ; y 9) regulacifn de la sfintesis y niveles -—

de hormonas esteroides.
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3.6.1 SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El sistema del complemento esti formado por una serie de pro-
tefnas plasmiticas, gue estan presentes como precursores inacti-
vos. Eatos se activan gracias a un conjunto de reacciones bioguf
micas que involucran rupturxas proteoliticas.

Se han obtenido y caracterizado 19 componentes de este siste-
ma, los cuales se muestran en la tabla 1 con sus pesos molecula-
res, concentractiones y fragmentos en los que se dividen durante
su activacién.

Las proteinas del sistema del complemento juegan un papel muy
importante en la generacifn de la respuesta inflamatoria normal y
en laa defensas del huesped contfa una gran variedad de micro --
organismos. Esas actividades, son producidas por una serie de --
reacciones altamente complejas que involucran prote6lisis limita
da e interacciones especificas protefna-protefina.

La activacisn de los componentes del complemento promueve ———
tambifn la contraccibn del mfisculo liso, la quimiotaxis de neu -
tr8filos, c8lulas @anonucleures y eosinbfilca, adem&s de la iIin -
muncadherencia de fagocitos. Otros efectos de la activécién de -~
este sistema incluyen: solubilizaci®n de complejos inmunes y neu
tralizacifn de virus. La tabla 2 muestra algunos efectos que re-

sultan de la activacién del sistema.

3.6.2 DEFICIENCIA DE COMPONENTES DEL COMPLEMENTO
Estudiocs a este respecto han revelado gque deficiencias de ——
compcenantes especificos del complemento, pueden predisponer al -

desarrollo de ciertas enfermedades. Existen deficiencias hereda-
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TABLA 1.

CARACTERISTICAS DE LOS 19 COMPONENTES DEL COMPLEMENTO.

Nombre Peso Concentracidén Fragmentos
Molecular en suero ug/ml.
Vvia Cl&sica
Ciq 400,000 70
Clr 95,000 35
Cls 85,000 35
c4 180,000 400 C4a, C4b, Ccéc, C4d
c2 117,000 25 C2a, C2b
Via Alterna
c3 185,000 1500 Cla, C3b, C3c, cid
B 95,000 250
o 25,000 2
P 220,000 25
Via Efectora Comin
c3 185,000 1500
Cs 200,000 85 C5a, CSb
ce 128,000 75
c? 121,000 55
Ccs8 153,000 55
cs 80,000 200
Protefnas de Control
Inhibidor de Cl 105,000 180
Proteina que
une C4q 1.2-1.5X10 6 254
I (inactiva-
dor de Cib/Cib} 90,000 50
H (bata 1lH) 150,000

q00
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ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPONENTES DEL COMPLEMENTO.

Actividad

Componentes

1. Incremento de la fagocitosis (opsonizacidn)
2. Neutralizacidn viral

3. IniciacitSn de la lisis viral

4. Aumento de la fagocitosis de levaduras

5. Mediadores de la inflamacifn:

a. Factor guimioticticoe
b. Anafilotoxinasg
c. Incremento de la permeabilidad vascular

d. Liberacisn de leucocitosis de mddula Gsea

6. Lisis celular

7. Moduladores de la respuesta inmune

C3b
Cl y C4b
Clg

C5b

c3a, C5a, CSb67
C3a ¥y CS5a

Fragmento de C2?
cib

ce y C9

7c4b, 7c3b, ¢34




das y deficiencias adquiridas. Estas dltimas persisten por lar -
gos periodos de tiempo y predisponen -a enfermedades prihcipnlmeg
te de tipo autoinmune. La tabla 3 muestra las enfermedades aso -
ciadas a cada una de las deficiencias de los componentes del sis
tema del complemento que se conocen, siendo descongcidas dnicamen
te deficiencias para los factores B y D de la via alt;:rnl, asf -
como para C9. Los individuos deficientes de el componente termi-
nal dal Eomplemﬂ"*o aparentemente son mis susceptiblés de ser -
atacados por agentes infecciosos, principalmente por bacterias -

Gram negativas. La existencia de individuos homocigotos deficien

tes de C3 con infecclones recurrentes, establece claramente el -
papel de €3 en 1 mantenimiento de las defensas normales del —-
huesped. El compr'nente C3 puede no s6lo ser critico en la reaccién
bactericida sino también en el aumento de la fagocitosis a tra =
vés de la presencia del receptor C3b en npeutrdfiles y monocitos,
El aparent= .- -“mento de la frecuencia de enfermedades tales
como ¢l LEG y polimiositils en individuos con deficiencias del -~

complemento, estd an contradiccibn con el supuesto papel del --

%
B
i
'
i

complemento como mediwlor de inflamacifn en estas énfermedades
reum&ticas. Sin embargo, apoya el papel del complemento como ~--
participante en la eliminacifn de complejos inmunes, los cuales

en estas enfermedades se encuentran en cantidades elevadas.

3.6,3 POLIMORFISMO DEL HLA

El elevado polimorfisme del complejo HLA se ha demostrado por
el ndmero de¢ alelos de cada uno de los locus que los integran,

ﬁ*-sentandose 23 atrelos detectables en el locus A, 48 alelos en
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TABLA 3,

DEFICIENCIA DE XO0S COMPONENTES DEL COMPLEMENTO.

Componente Enfermedad Asociada

Clq Glomerulonefritis, Sepsis crénica

Cir Sindrome semejante a lupus, Glomé-
rule nefritis, lupus discoide cré-
nico.

Cls Lupus eritematoso generalizado.

c2 Lupus eritematoso generalizado,
dermatomiositis, vasculitis,
enfermedad inflamatoria intestinal.
infecciones bacterianas.

c4 Lupus eritematosos generalizado.

c3 Infecciones bacterianas recurrentes.

[o1.1 Lupus eritematosos generalizados,
infecciones recurrentes.

Cc6 Infecciones bacterianas recurren-—
tes principalmente por Neisseria.

c? FenSmeno de Raynaud's c8n esclero
dactilia, luvus eritematoso gene=
ralizado, infecciones bacterianas
recurrentes.

ce Infecciones bacterianas recurren-—
tes, lupus eritematoso generaliza
do, xeroderma pigmentoso.

c9 Ninguna.

Cl INH Angioedema hereditario.

I Infecciones bacterianas recurrentes.

P

Infecciones bacterianas recurren-
tes Neisseria.
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locus B, 8 en el locus C, 16 en el DR, 19 en el locus D, 6§ en el
DP y43 en el DQ, Los alelos del HLAR-A, B, C, DR, DP y DQ son de-
tectados por pruebas de microlinfocitotoxicidad mediada por com-
plemento. Los alelos del locus D son determinados por medio de -~
una reaccidn en cultivo mixto de linfocitos. Los alelos de cada

uno de los locus que componen el sistema HLA se muestran en la

tabla 4.

3.6.4 POLIMORFISMO DEL SISTEMA DEL COMPLENENTO

Los loci Aol wzmplemento ligados al RLA estdn constituidos por
un locus para C2, uno para el factor B y dos loci para C4 (C4A y
C4B), todos mapeados entre los genes c¢lase II y los clase I.

La fraccifin de recombinaciSn entre los loci del complemento y
el locus HLA-B, ha sido estimada en anroximadamente 0.8 unidades
de recombinacifén o centimorgan (cM). Los loci del complemento -

son los mé&s polimérficos degpués del locus HLA-B, como se muestra

en la tabla 5.
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ALELOS DE LOS LOCUS DEL SISTEMA HLA.

TABLA 4.

HLA-B8

HLA-C HLA-D HLA-DR HLA-DQ  HLA-DP
Al B5 B49(21) Cwl Dwl DR1 DQwl DPwl
A2 B7 Bw50 {(21) Cw2 Dw2 DR2 DQwW2 DPw2
A3 B8 BS1{(5) Cw3 Dw3 DR DQw3 DPw3
A9 B12 Bw52 (5) Ccwd Dwé DR4 DPw4d
Al0 B13 BwS3 Cw5  Dws DRS DPWS
A1y B14 BwSA (22) Cwé  Dwb DRS DPw6
Al9 B15 Bw55(22) cw7 Dw? DR?
A23(9) B16 Bw56 (22) Ccwé bws DRwS
A24 (9) B17 BwST(17) Dw9 DRwY
A25(10) Bl8 BwS5B (17) Dw10 DRw10
A26(10) B21 BwS9 Dwil  DRwll
A28 22 Bw60 (40) Dwl2  DRwl2
A29 B27 Bw61 (40) Dwll  DRwl3
A30 B35 Bw62 {15) Dwl4é  DRwld
A3l B37 Bw63 (15) Dwis
A32 B38 (16) Dwlé  DRS2
Aw3l3 B39 {16) pwl7 DR53
Aw34 B40 Bw64 Dwls .
Aw3 6 B41 Bw6S Pwl9
Awd3 Bwd2 Bw67
Awé6 B44(12)
Aw68 B4a5(12)
Awé9 Bwdb Bw70

Bw47 Bw71

Buw48 Bw’2

Bw4
Bw6
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TABLA 5.

POLIMORFISMO DE LOS GENES QUE CODIFIC’\N PARA LAS MOLECULAS DEL

COMPLEMENTO

£B c2 C4A C4B
S C Qo* Qo™
Sl . B 1 1
F Qo* 2 2
rL Al 3 3
Otrog¥* Otros** 4 Otros**

S

6

7

Otros**

* Alelos nulos.

**¢ Alotipas con frecuencias menores de 0.01.
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4, OBJETIVOS.
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1. Determinar si familiares de pacientes con sindrome de
anticuarpos anti-fosfolipidos "primario® y de pacientes con

LEG presentan anticuexpos anti-cardiolipina.

2. Estudiar si existe ascciacién entre el sfndrome de
anticuerpos anti-fosfolipidos y alelcs de los genes dael

complejo principal de histocompatibilidad (CPH).

3. IXdentificar a individuos con haplotipos del CPH gqua
predisponen al sindrome de anticuerpos anti~fosfolfipidos
"primario”, para su tratamiento temprano en el momento de

la primera manifeatacidén clinica.
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5. WFATERIAL Y METODOS.



El presente estudio se realizd en 23 individuos normales,
ocho con sindrome de anti-fosfolfpidos "primario®™, 28 individuos
que componen los familiares de los pacilentes con este sindrome,
65 paclentes con LEG y 378 individuos gque componen las familias
de los pacientes con LEG. A todos los individuos se les determi-
no anticuerpos anti-cardiolipina. Las molé&culas clase I, IT y -
1II del complejo principal de histocompatibilidad fueron tipi-
ficadas en los pacientes con el sindrome de anti-fosfolipidos
primario y sus familiares. A los pacientes con LEG y sus familia
res se les tipificS sSlo las moléculas clase III. Tabla 6. Las
frecuencias de los marcadores del CPH de los pacientes se compa-—

raron con la frecuencia de la poblacifn normal mexicana.

5.1 CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES CON "SINDROME DE
ANTICUERPOS ANTI-FOSFOLIPIDOS PRIMARIO".

Se consideraron pacientes con sfindrome de anticuerpos anti-
fosfolfpidos primario, quienes cumplian los siguientes criterios
¢linicos y de laboratorio: una manifestacifn mayor y dos menores,
¢ dos manifestaciones mayores, anticuerpos anti-cardiolipina po-
sitivos (en alguna de sus determinaciones), tener un afic o mas
de evolucién y no reunir los criterios para enfermedades del te-

jido conjuntivo.

Manifestaciones mayores:
- pPérdida fetal recurrente.
- Trombosis arterial.

- Trombosis venosa.
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DETERMINACIONES REALIZADAS A LOS INDIVIDUOS ESTUDIADOS

TABLA 6,

Individuos

Anticuerpos aCL

Moleculas del CPH

Clase I Clase IXI <Clase III

Sanos.

Pacientes con
sindrome de anti-
fosfolfipidos
primario.

Pamiliares de
pacientes con
sindrome de anti-
fosfolipidos

R primario.

Pacientes con
LEG.

FPamiliares de
pacientes con
LEG.

81

s1

Si

81

S1

si

51

No

Si

Si

Ssi

si

81

si
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= Trombocitopenia.
~ Anemia hemolitica,

= Livedo reticularis.

Manifestaciones menores:
- Corea.

- Higraﬁa’.

5.2 PACLENTES CON LEG,

Loa pacientes con LEG fuercon diagnosticados por el personal

médico del Departamento de Inmunclogfa y Reumatcologia del INNSZ,
de acuerdo a los criterios revisados en 1982 para la clasifica~

cién de pacientes con LEG (116).

5.3 DETERMINACION DE ANTICUERPQS ANTI-CARDIOLIPINA.

El presente estudio inveolucra cinco grupcs de personas: 1) ip
dividuos sanos, 2) pacientes con sindrome de anti-fosfolfpidos -
primario, 3) familiares de pacientes con s!.nd-:cme de anti-fos-~

folfpido primarioc, 4) pacientes con LEG y 5) familiares de pa -

cientes con LEG.

1) Individuos sanos. Se estudiaron 93 individuos sanos de -

ambos sexos y de edades entre 18-60 aifos, los cuales sirvieron
para establecer los valores normales de anticuerpos anti-cardio

lipina. De los 33 individuos, 91 fueron estudiados para anti-
cuerpos anti-cardiolipina de la clase IgG y el total para clase
IgM. Los valores normales se consideraron en funcién de la me-
dia mis dos desviaciones estdndar (¥ + 2DE).

2) Pacientes con sindrome de anti~fosfolipidos primario, Se

46



estudiaron todos los casos del sindrome detectado en el INNSZ -~
hasta Junio de 1988.

3) Familiares de los pacientes con el sindrome de anti-fosfo-
lfipidos primaric. De los pacientes con el sindrome, se estudiaron
6 familias que correspondian al total de las familias de los pa-
cientes, ya que existen familias con mis de un individuo con el-
aindrome.

4) Pacientes con LEG. Se estudiaron 65 pacientes con LEG'éara
detectar a quienes tienen titulos anormales de anticuerpos anti-
cardiolipina y estudiarlocs en sus moléculas clase ITI del CPH.

5) Familiares de los pacientes con LEG. De los pacientes con
LEG se estudiaron 59 grupos cque corresponden al total de las fa-
milias de los pacientes, ya cue existen familias con m&s de un -

individuo con la entidad patolfgica.

$.3.1 MANEJO DE LAS MUESTRAS

Los sueros usados para la determinacién de anticuerpos anti-
cardiolipina fueron alicuctados en criotubos (Nunc) de 1 ml y se
almacenaron a =70 °C hasta su anfSlisis. Dadas las condiciones de
almacenaje y considerando que las muestras no se descongelaron -
hasta que fueron ensayadas, no fue necesario el uso de conserva-—
dores ni de inhtb{dorea de proteasas. Las determinaciones se hi-

cileron por duplicado.

Equipo:
1. Mini-Lavador de ELISA semi-autom&tico (Organon Teknika).

2. Lector de Micro~ELISA (Tritertek Multiskan).
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3. Equipo general de laboratorio.

Material:

1. Material general de laboratorio.

Reactivos:

1. Antiglobulinas humanas. Preparadas en cabra marcadas con f£os
fatasa alcalina, especificas anti-cadena Mu y anti-cadena =--
Gamma (Sigma).

?. Suero bovino fetal (SBF) (Sigmal.

3. Cardiolipina. De corazén de buey, sal sdédica disuelta en eta-
nol (Sigma) .

4. Alcohol etflico absoluto (J. T. Baker).

5. NitrSgeno (gas).

6. pP-nitrofenilfosfato disédico, que es el sustrato de la enzima
fogfatasa alcalina {Sigmal.

7. Placas de 96 pozos para Micro—ELISA (Nunc 97F 4-39454).

. 8. Solucifn salina de fosfatos (PBS), NaCL (.15 M, Na2HP04 0.01
M y KH2PO4 0.01 M pH 7.4. '

9. Soluctén salina de glicina. Glicina 0.1 M, MgCl2 0.001 M,

ZnCl2 0.001 M pH 10.9
10. Solucisn de PBS--SBF. Suero bovino fetal al 10% en solucién
salina de fosfatos.

11l. Solucisn de NaOH 3 N.

" Material Biol6gico:

1. Tres ml de suero tomados de 5 ml de sangre sin anticoagulante.
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Té&cnica:

Fundamento.

La t&8cnica de ELISA es un método muy sencible para la detec-—
cifdn y cuantificacidén de antfgenos o anticuerpos.

Este método esta basado en la medicién espectrofotomé&trica
de un cromiforo gue es liberado por la accitn de una enzima al
actuar sobre su sustrato {(incoloro), en funcifén de la cantidad
de antigeno o anticuerpo presente.

El ensayo, dados sus tiempos de incubacifn , es un proceso laxr
go, por lo que se ha dividido en tres pasos, los cuales son:

A. Sensibilizacifsn de la placa, B. Ensayo de los sueros problema,
Y €. Revelado de la placa. La sensibilizacidén de la placa y las
diluciones de los sueros se hacen en un dfa. Al siguiente, se -
realiza el ensaYc de los sueros y el reveladc de la placa (109,
110).

En el presente estudic se determina el anticuerpo anti-car-~
diclipina mediante el ensayc de ELISA "indirecto®, en el cual
e8], antfgeno se encuentra pegado en la fase sSlida. El anticuer-
po, sl se ancuentra presente en el suero ensayado, se pega a su
antfgeno y serf detectado por un conjugado de anticuerpo anti-
inmunoglobulina humana, marcado con la enzima Fosfatasa alcali-
na (enzima de intestino de ternera), que al actuar sobre su sus
trato (p-nitrofenilfosfatol libera por hidrélisis un croméforo
(p=~nitrofenol) en funcisdn de la cantidad de enzima presente y
por tanto de anticuerpos anti-cardiolipina (figura 41. La can-

tidad de color producida se mide espectrofotométricamente a una
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a. Antigeno pagodo a |a fase sélida,

ATANA

b. Lavodo.

¢. Incubacicn con la muestra que contiene al anticuerpo.

[
*i

ANANA!

d. Lavado.
¢ . tncubscion con el conjugado de anzimo anti-globulina.
f. Lovada.

g . Incubacion con el sustrato de la unzi-mn(ﬂ)ymcdlclr;n del
producto (e}

....op...:u
B
AT AN

ENSAYO DE ELISA"INDIRECTO"PARA LA DETECCION DE UN ANTICUERPO
ESPECIFICQ. LA D.O. SE MIDE A 405nm,

Figura 4
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longitud de onda de 405 nm (107, 108).

A, Sensibilizacifin de la placa. A la placa de 96 pozos para -
micro-ELISA se le adicionan 50 ul de una solucidn alcoh6lica de
cardiolipina con una concentracifn de 43 ug/ml, apréximadamente
2.15 ug de cardiolipina por pozo. El alcohol se evapora de la —
placa con nitrégeno gaseoso por 30 minutos. Para blogquear los -~
sitios inespecificos de la placa, se adicionan 350 ul de PBS-SBF
al 10% por pozo. La placa se incuba a temperatura ambiente por
dos horas. La placa se lava tres veces con 350 ul de PBS por po
zo y cada lavado es de tres minutos. Se escurre la placa perfec
tamente golpeandola sobre una superficie suave, absorbente. La
placa se cubre con cinta adhesiva y se guarda a 4 °C para ser -
usada al dfa siguiente.

B, A la placa sensibilizada se le adiciocnan 206G ul de una -
dilucitn 1:5Q de suero problema en PBS-SBP 10% por duplicado. Se
incuba una hora a temperatura ambiente. A sSu vez se pone en tres
puntos de la placa una mezcla de sueros normales ("poza"), gue
tlene como finalidad el disminuir las variaciones del ensayo y -
proporcionar el valor de referencia del fndice. La "poza" debe
ir tambifn a una dilucién de 1:50 en PBS—-SBF 10%. Cada placa lle
va una serie de 6 pozos "BLANCO", los cuales dan la D.O. de la
cardiolipina y todo el proceso, pero sin el suero problema. Las
placas ge lavan nuevamente con PBS, tres veces, tres minutos <a
da lavado, y se secan como se mencicnd anteriormen;e.

C. Revelado de las placas. Se adicionan 200 ul de conjugado

diluido 1:1000 en PBS-SBF al 10% por pozo {(anticuerpo anti-IgG o
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IgM humana conjugando con fosfatasa alcalina). Las placas se in-—
cuban nuevamente por una hora a temperatura ambiente. Se lavan -
nuevamente con 350 ul de PBS por pozo, tres minutos cada lavado
y se seca la placa. Se adiciona a cada pozo 200 ul de sustrato —
de la enzima (p-nitrofenilfosfato disfSdico) disuelto en solucidn
de glicina de PH 10.9 a una concentracifn de 1 mg/ml. Las placas
se incuban a 37 °C una hora en la obscuridad. Transcurrida la ho
ra, la accién de la enzima fosfatasa alcalina se detiene con 100
ul de NaQH 3 N por pozo. Las placas se leen inmediatamente en el
lector de micro-ELISA a una longitud de onda de 405 nm. Para cal
.cular los valores de los f{ndices de IgG e IgM se aplic$ la si --
guiente formula (107, 108):

D.0. de la muestra problema

b.G. de Ia poza de sueros normales = Indice de IgG o IgM.

5.4 TIPIFICACION DE LOS ANTIGENOS HLA-A ¥ HLA~B

Las diferentes variantes de estos locus se determinan por la
téenica de microlinfocitotoxicidad utilizande un panel de anti-
sueros que detectan mis de 100 especificiéades. Estos marcado -

‘res son tipificados en células mononucleares totales.

5.4.1 MANEJO DE LAS MUESTRAS

Las células mononucicares obtenidas por gradientes de Ficoll-
Hypaque se cuentan y ajustan a 10 millones/ml en RPMI (volidmen -
.X). En un recipiente con hielo se colocan la solucifin congelante
(3 partes de RPMI, 1 parte de dimetfl sulféxido y 1 parte de -~

suarc bovino fetal) y el tubo que contiene las c¢6lulas ajusta-
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das. Al tubo gque contiene las células (vollmen X) se le afade el
mismo volGmen de solucién congelante {(proporcidn 1:1). Se mezcla
con agitacién suave y se alicuota en criotubos (Nunc) de 1 ml co
locandolos ripidamente a -70 *C. Las muestras se descongelan has

ta que son analizadas.

Equipo:

1. Centrifuga CO-500 Damon/JEC Devisidn.
2. Microscopio de luz (Zeizz).

3. Cimara de Neubauer.

4. Microscopio de contraste de fases {(Zeizz).

Material:
1. Placa de histocompatibilidad Nunc.
Jeringa Hamilton de disparo constante (1 ul}.

2.

3. Jeringa miltiple Hamilton de disparo tonsgtante (5 ul).
4. Jeringa mdltiple Hamilton de disparo constante (1 ul).
5.

Material general de laboratorio.

Reactivos:

1. Solucibn amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4.
2, Solucifn de Ficoll-Hypagque con densidad de 1.0@7.
3. Formalina al "40%.

4. Eosina al 5%,

Material Bioldglco:
1. 20 ml. de sangre obtenida con heparina comeo anticoagulante.

2, Antisueros a granel,
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3. Complemento de conejo (Peel-Freez).

T&cnica:

Fundamento.

El métodoestd basado en el reconocimiento de los antigenos -
presentes en las células mononucleares y su posterior lisis me -
diada por complemento. Los antigenos son tipificados mediante un
panel de antisueros gue detectan mds de 100 especificidades.

A, Obtencién de cé&lulas. Se obtuvieron las células mononuclea-
res por centrifugacién de 20 ml. de sange heparinizada en un gra-
diente de Ficoll-Hypaque. Dichas cé&lulas son extraidas de la inter
fase y resuspendidas en PBS. Nuevamente se centrifugan las célu-
la durante 15 minutos a 1500 rpm (primer lavado). El paguete es
resuspendido en PBS y se centrifuga por 10 minutos a 1200 rpm --
(segqundo lavado). Finalmente sec realiza un tercer lavado en las-
. mismas condicicnes que el anterior. El paguete celular es resus-
pendido y llevado a una concentracidén final de 5x10 6 células/ml.

B. Montaje de la t&cnica de micreolinfocitoxicidad. lLas placas
de tipificacién (72 pozos) se montan utilizande 72 antisueros -

(1 ul por pozo) y aceite mineral {(una jota) para evitar la evapo
racifn de estos. En cada pozo de la placa de tipificacidn, se co
loca 1 ul de la suspensisn de c&lulas previamente ajustadas. La
placa.es incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
,°°1ocan 5 ul de complemento de conejo a cada pozo Yy se incuba a
temperatura ambiente durante /0 minutos. Se agregan 2 ul de ecsi
. na al 5% a cada pozo ¥y s incuba 3 minutos. Finalmente, se agrg-

'gan 5 ul de formalina al 40% para detener la reaccifn y se lee
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la placa en un microscopio de fase invertida.

'5.5 TIPIFICACION DE COMPLOTIPOS
5.5.1 MANEJO DE MUESTRAS

Los plasmas usados para la tipificacién de complotipos se ali
cuctaron en criotubos (Nuﬁb) de 1 ml y se almaéenaron a -70 °C
hasta su anflisis. Dadas las condiciones de almacenaje y consi-~
derando que las muestras no se descongelaron hasta que fueron -
ensayadas no fue necesario el uso de conservadores ni de inhibi-

dores de proteasas.

5.5.2 FACTOR B DE LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

El polimorfismo de los factores B y C4 se determina mediante
las técnicas de inmuncfijacifn y electroforésis de alto voltaje
en gel de agarosa. Terminada la electroforésis, las protefnas -

sa fijan mediante anticuerpos especificos.

Equipo:

1. cdmara de Deluxe para electroforésis Gelman Science,
2. Fuente de poder Deluxe Gelman Science,

3. Bomba de agua circulante Thomas Scientific.

4. Equipo general de laboratorio.

Material:

1. Rectingulo de pelfcula de pl3stico de 10 x 20 em (gel --
Bond Flim Marine Colloids. Maine USA).

2. Placa de vidrio de 10 x 20 cm.

3. Marcos de pldstico en forma de "U" de 1 mm de espesor.

55



4, Papel filtro Whatman No. 1.
5. Aplicador de muestras.

6. Sujetadures.

Reactivos:

1. Amortiguador de barbital y lactato de calcio pH 8.6 0.05%,

2. Agarosa Sea-Kem Marine Calloids Maine USA. (Se prepara al
1% en amortiguador de barbital.

3. Solucitn salina al 0.85%.

4. Glicerol.

5. Solucién de azul de Coomassie al 2.5% (en una solucidn de
453 de metanol, 10% de acido acético en acgual.

6, Metanol al 50% en agua destilada, mds la guinta parte del

volumen total de dcido acético (solucién decolorante) .,

Material Diol6Hgico:

1. Plasma ESTA obtenido de S5 ml de sangre.‘

2. Una alicuota de hemoglobina humana.

3. Anticuerpo anti-factor B. Atlantic. Antibodies. Scarborough

Mo USA.

T&cnica:

Fundamento:

El mé&todo sa basa en la migracién electroforética de las pro
tefnas del complemento y la formacisSn de complejos antigeno-an-
ticuerpvo por anticuerpos especificoé, que al ser tefiidos dan pa

trones de bardus caracteristicos.
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A. Preparacién del gel. Cubrir la placa de vidrio mediante una
brocha con una capa fina de glicerol e inmediatamente colocar la
pelfcula de plastico y presionar para sacar las burbujas de aire.
Posteriormente ceolocar el marco de plistico en forma de "U", el -
cual se fija a la placa mediante los sujetadores. Una vez lista -
la c&mara, vaciar la solucifn de agarosa caliente y dejar solidi-
ficar. Ya que solidifict6 el gel, se quitan los sujetadores y el -
marco de plastico, y se seca con papel filtro la zcona de aplica-
cibn de las muestras.

B. Aplicaci6n de las muestras. Con el papel filtro Whatman --
¥ 1 se s&can aproximadamente 3 cm del final del gel (a todo lo -
largo de este) donde se aplicar&n las muestras (cltodo), repetir
el proceso dos veces, Sobre el &rea seca se coloca un aplicador
plistico que tiene perforaciones rectangulares para poner las —
muestras (MASK). En la primera perforacién se colocan apréxima-—
damente 10 ul de Hb A, gue sirve como indicador de corrimiento,

y en las dem&s perforaciones sc coloca el mismo volumen, pero -

de cada muestra. Se espera hasta gue las muestras se hayan absor
bido en el gel (aproximadamente 15 min}). Se qguita el exceso de -
muestra del gel con papel Whatman # 1 y se retira el aplicader -

de plistico MASK.

C. Corrimientoc de la muestra. Las placas se colocan sobre ba
ses enfriadas por aqua circulante (entre 6 y 10 °C) para evitar
el sobrecalentamiento del gel de agarosa y que se derrita o gae
las protefnas sec desnatural&cen. El contacto entre el gel y la
golucitn amortiguadora {electrodo, solucidn 1) es una mecha de

S hojas de papel filtro Whatman # 1 {(del mismo ancho que la -
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placa del gel) perfectamente humedecida en la solucién 1. Una -
de las puntas de la mecha se coloca exactamente atras de las =
muestras y la otra a 1 cm del f£inal del gel. La superficiec del
gel se cubre c¢on un plastico o vidrio para evitar desecamiento.
La electroforesis se lleva a cabe a 350 velts (75 mA)} hasta que
la Hb haya migrado hasta ¢asi alcanzar la segunda mecha (3 ho -
ras aproximadamente).

D. Tmmunoprecipitacién. En las condiciones electroforéticas
anteriores, las protefinas del factor B emigran en una zona de 3
a 6.5 cm del origen. En esta zona se aplica el anticuerpo espe-
cifico anti-factor B humano. El gel es incubado durante una ho-
ra a temperatura ambiente en una cimara humeda horizontal. Poste
ricrmente, el gel se enjuaga con agua destilada y se cubre con na
pel Whatman # 1, el cual ha sido humedecido'con agua destilada.
Esto se cubre con apréximadamente 12 hojas de papel secante tipo
tcalla. Se coloca encima una placa de pldstico y un peso de 4 Kg.
Se remueve el peso después de 10 minutos y se quitan las toallas,
El gel se enjuaga durante toda la noche en aproximadamente un li
tro de solucidén salina, para remover restos de protefnas ines -
pecificas. Al dfa siguiente, se seca con aire ya sea a tempera-
tura ambiente o aplicando calor. La placa se tifie con solucién de
‘zul de Coomassie puy 10 minutos (solucibn 5)}. Se enjuaga la pla
ca con solucifn decolorante hasta obtener el mejor contraste --
(solucifn 6). Se deja evaporar el exceso de metanol a temperatu
ra ambiente y se lee la placa. Existen patrones electroforéti-

cos estandar con los cuales se comparan los patrones obtenidos.
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5.5.3 CUARTC COMPONENTE DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El cuarto componente del sistema del complemento (C4), es con
trolado por dos loci localizados muy cerca uno del otro, entre -
los loci HLA-B y HLA~D/DR del cromosoma 6 humano. El elevado po-
limorfisme de este componente s revelado por electroforésis de
alto voltaje seguida de inmunoprecipitacifn y tincifn de las -~
muestras de plasma con EDTA, previamente tratadas con neuraminf-

dasa para eliminar el &#cido sidlico.

Equipo:

El mismo que para factor B.

Material:

1. Fibra de vidrio de Corning Glass Woks, N. ¥.

2. Placa de vidrio de 13 X 20 cm.

3. Papel celofdn secado a temperatura ambiente durante 6 me-~

ses.

4. El mismo material gue para factor B,

Reactivos:

1. Amortiguador de fosfatos, 5 mM de NalEDTA para diflisis
pH 6.8,

2. Amortiguador de corrimiento. Tris-glisina /Barbital pH
8.8,

3. Agarosa de electroendosmosis mediana INC., FHARMACEUTICAL
CO. USA.

4. Solucidn de agarosa al 0.75% en amortiguador de corrimien
to ¥ 5 ml de EDTA al 0.2 M y agua destilada hasta 1Q0 ni,

‘
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5. Solucitn salina al 0,85%

Material Biolégico:

1. Plasma EDTA obtanido de 5 ml de sangre.

2. Hemoglobina A como marcador.

3. Anticuerpo anti-C4 humanc. Atlantic. Antibodies,
Scarbouqgh, Mo. USA.

4. Neuraminidasa tipo VI. Obtenida de Clostridium perfringes.

Sigma Chemical Co. St. Louis USA.

Técnica:

Fundamento.

El método se basa en la migracibén electroforé&tica de las pro
tefnas dol complemento y la formacién de complejos antigeno-anti
cuerpo, por anticuerpos especificos, que al ser tenidos dan pa-
trones de bandas caracteristicos.

A, DesialaciSn. 10 ul de la muestra se mezclan con 2 ul de -
neuraminidasa y se colocan en un sistema de didlisis continuo -
durante 18 horas a 4 °C.

B, Preparacifn del gel de corrimiento. Se cubre una placa de

©vidrio con una solucién de agarosa al 0.5% en agua destilada y
p. deja secar. Una vrz seco se forma un molde colocando sobrxe
1a placa anterior una segunda placa de pl&stico siliconizada y
.ﬁtza ellas el marco de 1 mm de espesor. Se mantienen juntas -
‘las placas mediante los sujetadores metdlicos. Se vierte la so-
lucién de agarosa de corrimiento para C4 (solucibén 3), adn ca-
liente, dentro dal molde y se deja solidificar. Se sella per -

fectanente el molde con una cubierta de plfstico y se almacena
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en refrigeracién hasta su uso.

C. ColocaciSn de muestras. Se reduce el exceso de agua del -
gel de corrimiento, colcocando dos vecas sobre &1 una tira de 5 -
ca de ancho de papel filtro. Sobre la parte anterior se coloca -
el aplicador de plistico para muestras (MASK), de tal forma que
las muestras queden a unos 2 cu del extremo final del gel. Se co .
locan de 7 a 10 ul de las muastras dializadas en cada ranura del
aplicador. Se coloca una muestra de Hb al principio del gel, co-
.mo marcador visual. Una vez gue las muestras se han absorbido en
el gel, se retira el aplicador.

D. Corrimiento electroforético. La placa con el gel se colo-

ca en el equipo de electroforesis, con las muestras en el lado-

del cdtodo. Se mojan en conjunto 5 hojas de papel Whatman (del -

i tamafio de la placa del gel) en el amortiquador de corrimiento -

| (solucién 2) y se colocan en ambos extremos (4dnodo y c&todo) de

i
i
i

la placa del gel (2 cm antes del final). Se cubre la placa para
evitar desecamiento del gel y se ajuata la fuente de poder a --
una corriente constante de 65 mA (300-500V), se deja el corri-
miento hasta gque el marcador de Hb ha alcanzado el extremo ~-
opuesto {(4-5 horas).

E. Inmunoprecipitacifin y tincisSn. Se distribuye 1 ml de an-
ticuerpo anti-C4 humano en un Area de 5 cm en el centro del gel.
Se incuba durante una hora en una cdmara hiimeda. Se enjuaga cuji

dadosamente el gel bajo chorro de agua corriente. Se cubre el -

gel con una hojnAde papel Whatman, humedecido con agua destila-

: da sequido de 10 hojas de papel absorbente y una placa de vidrio



Sé coloca arriba un peseo de 4 kg manteniéndose asf durante 10 -
minutos. Se enjuaga el gel en solucidn salina durante toda la no
che. Se lava el gel con agua corriente durante 29 minutos. Se se
ca y se tife cou solucidn de azul de Coomassie al 2.5%. Se desti
fie hasta alcanzax un contraste 6ptimo (solucién 6 de factor B).

Las bandas obtenidas se comparan con patrones estfindar.

5.5.4 SEGUNDO COMPONENTE DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El pelimorfivme del segundo componente del complemento puede -
ser detectado después del electroenfogue de muestras de plasmas
© suero en un gel de acrilamida seguido de la aplicacién de un
recubrimiento hemolftico funeional. La lisis por el complemento
ocurre en el sitio gue contiene eritrocitos de carnerc sensibili
zados con todos los componentes del complemento, excepto C2, esa
gerid la posicién de C2 en el gel de electroenfoque.

Equipo:

1. Equipo deo electroenfoque., Multiphore LKB.

2. Equipo general de laboraterio.

Material:

1. Placasde vidrio de 10 x 20 cm y de 2 mm de espesor.

2. Marco de plistico de 10 x 20 ¢m ¥ de 1 mm de espesor.
3, Marco de pl&stico da 20.% x 11.0 cm y 1 mm de espesor.
4. Sujetadores.

'S. Material general de laboratorio.
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Reactivos:

1. Acrilamida. Eastmal Kodak Company Printed.

2. Anfolinas pH 5-8 y 3.5-10. LKD Sweden, USA.

3. Riboflavina {(solucién al 1% en agua destilada). Bio-—Rad.

Laboratories, Richarmon, Calif. USA.

Material BiolSgico:.
1. Plasma EDTA proveniente de 5 ml de sangre.
2, Suerc humano deficiente de C2,

3. Eritrocitos de carnerc sgensibilizados.

Técnicas:

Fundamento.

) El ensayc se basa en la migracién electroforética de la protef
na C2 del complemento y la medicién posterior de su accién litica
con eritrocitos de carnero sensibilizados, que da patrones de ban
das caracteristicos.

A. Preparacién del gel. Se coloca un vidrio de 10 x 20 cm, un
marco de plé&stico de 1 mm de espesor y 0.5 cm de ancho (el marco
cubre tres lados del vidrio). Encima de este dltimo se coloca --
una placa de plistico siliconizada de las mismas dimensiones del
vidrio. Se mantienen las placas juntas con los sujetadores de tal
forma que se obtiené una cémara de 1 mm de espesor con un extremo
abierto.

En un matraz se colocan 40 ml de selucidn de acrilamida al 6%,
10.8 ml de riboflavina al 1%, 2 ml de anfolina pH 5-8, 0.4 ml de
anfolina pH 3.5-10, se mezcla y se desgasifican.

El gel es vaciado en la cimara breparada como se menciono an
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teriormente.

B, Aplicacién de las muestras. Para la aplicacién de las mues
tras se usan rectinjulos de papel filtro de 0.5 x 2.0 am, situan
dolos a -3 mm uno del otro y colocados a 2.5 cm. de distancia del
electrodo anddico. La distancia entre cada tira de papel debe ~-
ser tal que permita colocar aproximadamente 20 tiras por gel. Se
aplican 20 ul de muestra sobre cada tira de papel.

C. Corrimiente de las muestras. El aparato para electoenfogue
se coloca en cuarto frio a 4 °C. Se coloca el electrodo pasitivo
exactamente atrds de las muestras y el electrodo negativo apréxi
madaTente a 9 cm adelante de estas. Se ajusta la fuente de podexr
a 1.5 Watts/gel, un voltaje miximo de 1000 y una corriente ini -
cial de 6 mA/gel (media hora). Se enfoca el gel durante 18 horas,
o hasta qua la corriente haya cafdo a 2 mA/gel.

D, Preparacién del gel para revelar C2. En un matraz agregar
14.5 m! de agarosa al 0.6%, 10 ul de suero humano deficiente en
C2. Se caljenta la solucién y cuando estd a 70 °C, se agregan -
14.5 ml de eritrocitos de carnero sensibllizados.

E. Ensayo hemolftico. Una vez gque ha terminado de correr la
_ muestra, colocar sobre la placa de electroenfoque un marco de -
plistico (20.6 x 11.0 cm), y cortar el gel sobrante, A la placa
que contiene ahora !:)3 muestras y el .narco ponerle otra placa -
y colocar les sujetadores, vaciar el gel (para revelar C2) e in
cubar a 37 °C por espacio de 2 horas. Una vez finalizada la in-
cubacién se hace la lectura de 1la plaeca.

F. Fijacién de la placa. 51 se guiere conservar la placa pa-

64



ra hacer lecturas posteriores, se nuede fijar esta con una solu-
cifn de glutaraldehfdo al 0.1% en PBS por 10 minutos; para ello
quitar el gel de peoliacrilamida guedandose s6lo con el gel de -
agarosa e introducir la placa en la solucifn de glutaraldehfdo

y dejar secar. Los patrones de bandas obtenidos para este campo-

nente se comparan con patrones estfndar.
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6. RESULTADOS,



De los 93 individuos sanos estudiados para determinar los In
dices normales de anticuerpos anti-cardiolipina (aCL}), se obtu-
vieron los resultados siguientes: para IgG aCL son de 0 a 1.9 -
unidades y para IgM de 0 a 2.4. Para sacar estos valores se toma
en cuenta el promedio mds dos desviaciones estandar (D.E.} que
comprenden el 95% de la poblacién estudiada. Los resultados de
los fndices para IgG e IgM aClL en la poblaci&n normal se muestran
en las figuras Sa y 5Sb y se resumen en la tabla 7,

Los anticuerpes aCL en pacientes con LEG se han reportado con
una prevalencia del 23.0%. No obstante, en un estudio realizado
en 500 pacientes con LEG en el INNSZ, la prevalencia observada
fue de 45.0%, (Datos no mostrados}.

Dentro de los pacientes con LEG que presentarcn anticuerpos
aCL con indices mayores a 5 D.E., se estudiaron a sus familias,
encontrandose gue exdsten individuos con Indices de anticuerpos
aCL anormales y en algunos casos mayores a 5 D.E. (figura 6).

En esta se observa que el B.02% (39/486] de los individuos estu
diados para IgG aCL presentan Indices anormales, 2.7% (13/486)
con Indices mayores a 5 D.E. Para IgyM aCL, 6.7% (24/360) de ==
los familiares tienen Indices ancrmalas, 1.4% (5/360) mayores a
S D.E.

En base a la positividad al anticuerpo aCL presentada tanto
en pacientes con LEG como en sus familiares, se clasificaron en
tres grupos: 1) familiares positivos-pacientes positivos:; 2) fa
miliares negativos-pacientes positivos; y 3] familiares positi-

vos-pacientes negativos.
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TABRLA 7.

VALORES NORMALES DE LOS INDICES DE I1gG e IgM

‘No. de individuos Anticuerpo b4 D.E. T+20E INDICE
91 196G 0.91 0.48 1.88 1.9
93 TgM 1.08 0.67 2.4 2.4

Valores normales de los Indices para:
IgG & 1.9

IigM £ 2.4
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El estudio de los complotipos de pacientes con LEG y sus fami
liares con respecto a positividad de anticuerpos aCL mostré, que
existe cierta asociacifn entre la presencia de alelos nulos en
C4A y C4B (tabla B8), 19 de 49 pacientes (39.0%) con anticuerpos
aCL positivos tienen alelos nulos en C4A y 10 de 49 (20.5%) en -
C4B. La frecuencia de alelos nulos en C4AA y/o C4B en pacientes -
con LEG fue de 0.67. En los familiarxes de los paclentes con LEG
se observe que el alelo nulo en C4A estuvo presente en 13 de 63
individuos (21.0%) con anticuerpos aCL positivos, y C4B lo presen
taron 9 de 63 (14.3%). La frecuencia de alelos nules en C4A y/o
C4B en familiares de pacientes con LEG con anticuerpos aCL positi
vos fue de 0.37.

La determinacién de anticuerpos aCL en los, pacientes con el -
sfndrome de anticuerpos anti-fosfolfpidos primaric, mostrs gque -
dos individuos tienen anticuerpos aCL clase IgG elevades y uno -
presenta IgM elevada. Previamente 5 pacilentes tuvieron 1gG aumen
tada y tres IgM aumentaéa. Valores mayores a 5 D.E. fueron repor
tados en cuatro de ocho pacientes para Ig¢ y dos de los oche pa-
ra IgM. Los resultados se resumen en las tablas 9 y 10.

Al analizar a los pacientes con el sindrome de anti-fosfolipi
dos primaric con relacifn a la positividad del anticuerpc acCL y
al sexc, la distribucifn fue de siete mujeres y un hombre. De las
siete mujeres tres, présentaron fndices de anticuerpos aCL norma-
les, tanto en la determinacién actual como en las anteriores rea-~
lizadas en el INNSZ. Una paciente present§ un Indice de IyG alte

pero menor de 5 D.E,, e IgM elevado mayor a 5 D,E. Tres tuvieron

1



TABLA 8.

COMPLOTIPOS ¥ SU RELACION CON POSITIBlDAD A ANTICUERPOS ANTI-

CARDIOLIPINA
PACIENTES FAMILIARES
(+) (-) (pac-/fam+) (+) (-)

COMPLOTIPOS H=49 N=16 N=24 N=63 N=315
SCO01l/8C3L a 1 1 8 37
5C42 3 - 1 - 4
sc3o 2 - 1 - [
FC31 2 - 1 5 14
FC30 1 - 2 - 3
sclio/sc3l 4 - 2 [ 18
FCO1 2 - - - -
FC31 1 - - 2 6
scz21 1 - 1 - -
FC30/5C31 2 - 1 1 11
_FC01/5C33 1 - - 1 -
- 4 del total 55.1 6.2 41.6 36.5 31.4
-§C31/SC31 5 6 6 7 a4
FC31 3 - 1 6 30
SC42 2 1 - 3 28
Otros/0Otros 12 8 ? 24 114

8 del total 44.9 93.8 58.3 63.5 68.6
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TABLA 9.

POSITIVIDAD DE ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA EN PACIENTES CON

"SINDROME DE ANTI-FOSFOLIPIDOS PRIMARIO"

aCL acL acL (+)
Paciente fecha del estudio otra fecha > 5 D.E.
1 (- (-} (=)
2 (=) (=) (=)
3 {=) (+) IgM
4 {(+) (+) IgG
5 =) (+) IgG e IgM
6 +) (+) I13G
7 ) [E3) 1gG
(=1 (=) (-}
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TABLA 10.

POSITIVIDAD DE ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA CON RESPECTO A LA

CLASE DE INMUNOGLOBULINA

Positivo en la Positivo en Positivo
No. de paclentes fecha del estudio cotras fechas > 5 D.E.
IgG 2 IgG 5 IgG 4
8
IgG 1 IgM 3 IgM 2
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valores de IgG e IgM mayores a 5 D.E. en todas sus determinacio-
nes. El paciente masculino, en todas sus muestras colectadas, ty
vo valores del indice de IgG superiores a 5 D.E., y valores de -
IgM altos pero menores de 5 D.E. (tabla 1l). Los individuos con

sindrome de anti-fosfolipidos primario, aun cuando en el estudio
no presentaron positividad a anticuerpos aCL ni en determinacio-
nas anteriores realjizadas en el INNSZ, han tenido en algfin momern
to anticuerpos aCL positivos (determinaciones hechas en el Cen-

tro Médico "La Raza", con valores normales proporcionados por el
INNSZ), ya gue es un criterio de inclusibdn para el sindrome la -
presencia de anticuerpos aClL pesitivos. De lo anterior, se asegu
ra que todes los individuos con el sindrome son positives a anti

cuerpos acCL en algln momento.

En los familiares de los pacientes con el sindrome, los estu-~
dies de anticuerpes aClL mostraron que ninguno de ellos presentd
indices anormales (figura 7), a diferencia de los pacientes con
LEG, cuyos indices de anticuerpos aClL son mayores a 5 D.E. en -
los que el estudio realizado en sus familiares se encontré que
8.02% de estos tienen Indices por arriba de los valores norma -
les y en algunos casecs mayores a 5 D.E. tanto para Igé como pa-
ra IgM. Dichos valores se muestran en la figura 6. En un estudio
realizado en el INNSZ en familiares de pacientes con enfermedad
mixta del tejide conectivo (EMTC), aproximadamente el 4.0%.de -
estos’ tuvieron anticuerpos aCL con indices anormales. (Datos no
mostrados. Tabla 12. 108).

El estudio de las molé&culas del CPH en las familias de los -
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TABLA 11.

POSITIVIDAD DE ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA CON RESPECTO AL SEXO.

INDICES
Sexo Ne. de pacientes IgG IgM

Femenino 7 3 normales 3 normales
1l alto €5 D,E. 1 alto> S D.E.
3 altos»5 D.E. 3 altos>»5 D.E.

Masculino 1 > 5D. E. alto<€5 D.E.
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TABLA 12.

POS1T™IVIDAD DE ANTICUERPOS ANTI-CARDIOLIPINA EN FAMILIARES DE

PACIENTES CON ENFERMEDADES AUTOQINMUNES

Ac's anti-cardiolipina (+)

Enfermedad en familiares
Lcg 8.02%
EMTC 4.0%

SINDROME DE ANTI-FOSFOLIPIDOS
PRIMARIO. 0%
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pacientes con el sindrome se identificaron los siguientes marca-
dores para moléculas clase I: Al, A2, A28, B5, B7, Bl5, Bl6, BL7,
B35 y BS0, Molé&culas clase II: DR1l, DR2, DR4, DR5, DR6, DR7, --
DR8, DR1O0, DQLl, DQ2 y DQ3. Moléculas clase III: Factor B* § y F;
C4A* 0, 2 y 3; Cc48B* 1 y 3.

Las frecuencijas obtenidas de los marcadores del CPH en los pa
cientes con el sfndrome, se comparan con las frecuencias de los .,
marcadores en la poblacifén normal mexicana (112, 113) (tablas 13,
14 y 15).

Comeo se puede ver, existe un aumento en la frecuencia de algu
nos marcadores. Para mol&culas clase I se encuentran aumentados
en frecuencia A28, B1l6 y Bl7. Los marcadores DR6 y DR7 se encuen
tran aumentados en frecuencia para las mol&culas clase II. En -
las molé&culas clase III el alelo nulo en C4A esta aumentado en -
frecuencia con respecto a la poblacifn general (112, 113).

El estudio de los complotipos proporciond los resultados que
se encuentran resumidos en la tabla 16, en la cual se puede ob-—
gservar un incremento en la frecuencia del complotipo SCO0l con -
respecto a la frecuencia en la poblacifn mexicana normal.

Por otro lado, en un estudio realizado en el INNSZ en pacien-
tes con LEG, se observd una alta frecuencia de alelos nulos en -
C4A y C4B asociados a anticuerpgs aCL positivos. De 65 pacientes.

estudiados 49 fueron positivos para el anticuerpo; de estos, 27
(55.1%) son portadores de alelos nulos en C4A y/o C4B y 22 (44.9%)
son positivos al anticuerpo sin alelos nulos. Anticuerpos aCL -

negativos fueron 16 (6.2%) de ellos y presentan alelos nulos en

ESTA TESIS M0 DEBE
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TABLA 13.

MOLECULAS CLASE I. .

Frecuencias Frecuencias*
Frecuencias Frecuencias™

Marcador (Pacientes) (normales)
Al 0.5 0.188
A2 0.75 0.443
A28 0.125 0.59%
BS 0.25 0.22
B7 0.125 0.13
Bl5 0.125 0.10
Bl6 0.25 0.02
B17 0.25 0.05
B3S 0.25 0.36
B50 0.25 0,143

* Precuencias toridas de 200 individuos normales (112,113).
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TABLA 14
MOLECULAS CLASE II.

Frecuencia Frecuencia*
Marcador (pacientes) (normales)
DR1 0.375 0.22
DR2 0.128 0.10
DR4 0.375 0.56
DR5 - 0.125 Q.17
DR6 0.125 0.056
DR7 0.5 0.15
DRB © 0.125 0.078
DR10O : 0.375 - 0.011
DQL 1 0.37s
. bo 0.2
DQ3 D.25

* Frecuencias tomadas de 200 individuos normales (112,113).
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., TABLA 15,

MOLECULAS CLASE III.

Frecuencias Frecuencias*
Marcador (pacientes) {normales)
fp*s 1.0 0.766
F 0.25 0.146
c2*C 1.0 0.980
CaR*0 0.75 0.151
2 0.125 0.05
3 1.0 0.600
C4B w1 1.0 0,665
3 0.125 0.0l

= Precuencias tomadas de 200 individuos normales (112, 113).

92



TABLA 16.

COMPLOTIPOS DE IL.OS PACIENTES CON SINDROME DE ANTI-FOSFOLIPIDOS-

PRIMARIO.
Frecuencia Frecuencia*
Complotipo (pacientes) {normales)

SCol 0.75 0.370
FC31 0.25 0.086
pleli B g 0.625 0.096
scz21 0.125 0.05

sco3 0.125 0.087

*Frecuencias tomadas de 200 individuos neormales (112, 113).
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" CAA y/0 C4B y 15 (93.8%) sin alelos nulos (tabla 17).

La tabla 18 muestra los haplotipos de los ocho individuos con
‘el sfndrome de anticuerpos anti-fosfolipidos primario. Como se -
‘puede ver, en algunos casos no fue posible tipificar todos los -
marcadores del CPH (pacientesz 5, 7 y 8). La tabla nos muestra los
marcadores del CPH tipificado, tanto para moléculas clase I, como
para clase II y III.

La segregacitn de los marcadores del CPH en los pacientes con
el sindrome de anticuerpos anti-fosfolIpidos primario se muestra
en los 8rboles genealSgicos de sus familias (figuras 8, 9, 10, -

11, 12 y 13).




TABLA 17.

COMPLOTIPOS Y SU RELACICN CON POSITIVIDAD A ANTICUERPOS ANTT-

CARDIOLIPINA EN PACIENTES CON LEG.

Pacientes con LEG
Complotipos aCL (+) aCL (-}

SCc01/sC31
sC42
sSC30
FC31
FC30

[ I O o

SC30/5C31
FCOl
FCal
sSC21

FC30/5C31
FCco1/sc33

N MR ENNW

L]

% DEL TOTAL

wn

»n

.

[
[
*

. §cai/scal
PC31
sC42

w Wtn
o I N

OTROS/OTROS 12
% DEL TOTAL 44.9 93.8
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TABLA 18.

HAPLOTIPOS DE LOS PACIENTES CON SINDROME DE ANTICUERPOS ANTI-

FOSFOLIPIDOS "PRIMARIO"

Paciente Haplotipo

1 A2BSDRASC31
AlBL7DR7DO2FC3L

2 A2BSDR10SCO1
A2B5DR4SCO1

3 AlB17DR10DQIFC31
A2B7DR2DQLSCOL

I3 Al1BSODR7SC31
A28~DR15C31

5 Al1BSODR7SC31
~B35SCO1

6 A2B16DR4DQ3SCIL
A2B15DREDQLSC21

7 A2B35DRBSCO03
- = DR4DOQ3SC31

8 - - DR7DQ2SCOL
A2Bl6DR5DQ1SC31
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ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA I

da/e 4/ c’d a/b -

o

i a’c o’d b/c b/ b/d a’d
!

5 Haplotipos

i a) A2B5DRIOSCOI

b) AZB45SDR7sC3I

¢) AZB5DRASC3|

d) AIBITDR7TDG2FC3I
e} AXBXDR7SCO!

© sihdrome de anti-fosfollpidos® primaric”

Figura 8



ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA 2

al/e

Hapiotipos
a) AIBSODR7SC3I
b] A9835DR4SCH
c) A2BSDR2SC3I
d'! AXB3SDRXSCOI
s ] AXB3IBSDRXSCOI

- € Sfndrome de anti-fosfolipidos " primario”

Figura 9
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ARBOL GENEALOGGICO DE LA FAMILIA 3

O

b/d a’/c b/c a/e b/d

Haplotipos
e ) AISI7TORIODQIFC3I
b ) AIB27DRIDQISC3I
c ) A2B7DR2DQISCO!
d) ASBI2DR7DQ2SC3I

@ Sindrome de anti-tostolipidos * primario”

Figura 10
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ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA 4

a/b ¢/d

b/d b/d - a/c b/c ? ale
Haglotipos
) AXBI4DR3Dg25C2!
) A2B35DRBSCO3
} AXBXDR4DQ3SC3I
} AIB40DRXSC33:0

@ Sindroma de onti-tostolipidos " primaric”

Fliguro L1
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ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA S

c/d

Haplotipos
e) AXBXDRSDQ2SC33
b ) A2BI6DR4DQ3SC34
c) A2BISDR6DQISC2!
d) AXBI4ORIDQISCH)

@ Sindrome de onti-fostolipidos “primaria”

Figura 12



ARBOL GENEALOGICO DE LA FAMILIA &

c/d

b/c a/d

Haplotipos
a) A2BI2DR5DQ3FC30
b) AXBXDR7DQ25CO!
¢) AZBISDRSDQISC3I
d ) A28B40DR4DQ3ISC 3

ndrome de anti-fosfolipidos primario
© sind d ti-fosfol * )

Figura 13
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7. DISCUSION. .



Los valores obtenidos por estudio de la poblacién normal, sirp
vieron como control para la deteccibn de anticuerpos aCL de las-
clases IgG e IgM en individuos con LEG y sfindrome de anticuerpos
anti-fosfolipidos primarioc. Aungue la forma de obtener los valo-
res es un tanto arbitraria, es vdlida porque funciona operacioc -
nalmente, ya que permite diferenciar a la poblacifn normal de ——
agquellos individuos que presentan las caracteristicas clinicas -
de la presencia de los anticuerpos anti~fosfolipidos. Come se ——
suene ver, en la poblacién normal existen individuos positivos -
(en un 5.0%) para anticuerpos aCL, con fndices anormales pero sin
rasgos clinicos de dano o alteracién por su presencila,

En el LEG se ha reportado gue los anticuerpos anti-fosfolipi-
dos tienen una prevalencia del 23,0%; en otros estudios reportan
frecuencias de 42.0% (39, 66). En un estudio realizado en el ~~~
INNSZ con 500 pacientes con LEG, se detectaron anticuerpos aCL -~
en 45.0% de estos. Esta cifra concuerda éon muches de los repor=-
tes de estudios de anticuerpos anti—foéfolipidos- Dada la fre ——
cuencia de estos, podrfan ser un buen marcador para la prevencidn
de los dafos a los que se han asociado, como son: trombosis, trom
bocitopenia, pérdida fetal recurrente y desSrdenes neurolégicos.
Ademfis, otros autoanticuerpos, como los AAN, s3e encuentran en la
mayorfa de los pacientes con desSrdenes autoinmunes, no asf los
anticuerpos anti-fosfolfipidos, por lo que su deteccién puede ser
una prueba orientadora del problema, s

En el estudio familiar realizade en los pacientes con LEG pa-

ra las molé&culas del CPH y anticuerpos aCL, se pudieron clasifi-
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sicar los resultados en tres grupos gue son: pacientes positivos
familiares positivos; pacientes negativos-~familiares pesitives y
pacientes negativos-familiares negativos. Algunos esiudios apoyan
el hecho de la asociacién de alelos nulos en C4 con positividad

a anticuerpos aCL, lo que explica en parte los grupos obtenidos-
del anilisis de las molé&culas del CPH que es bien distinguible -
desde el punto de vista de alelos nulos en los pacientes y en al
gunes miembros de los familiares que han presentado positividad
al anticuerpo sin caracteristicas de la enfermedad, que pueden -
estar ausentes porgque no existe la interaccién con el agente que
hace que se dispare la respuesta inmune en contra de los componen
tes propios, en este caso los fosfolipidos, que se sabe, estan -
ampliamente distribuidos en todo el organismo.

En los familiares de los pacientes con LEG, el 8.02% tuviercn
anticuerpos acCL positivos, dato muy parecido a la positividad de
otros autoanticuerpos en los familiares. Tambi&én se observd que-
la positividad al anticuerpo tiene asociacifn con la presencia -
de alelos nulos tanto en pacientes como en famililares.

En el grupo contrcl de sueros normales estudiado para obtener
los valores de los Indices normales, no se observo que existie -
sen pacientes con anticuerpos acL con fndices elevados, mientras
que en el estudio de familias de pacientes con LEG se observan -
Iindices hasta de mds de 5 D.E, principalmente de la clase IgG.

De estos individuos, ninguno tiene haplotipos normales, es decir,
tiehen alelos nulos o son portadores de haplotipos extendidos.

Es importante hacer notar gue son individuos gen€ticamente suscep
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tibles de desarrollar LEG, sindrome da anticuerpos anti-fosfoli-
pidos primarie o alguna otra enfermedad autoinmune asociada a la
presencia de anticuerpos anti~-fosfollpidos.

Para corroborar lo anterior, estos sujetos deberdn ser estu -
diados mds de cerca. En el supuesto de que lo anterior ocurra,
los individuos con posibilidad de desaxrollar desSrdenes autoin-
munes por su predisposicién genética, pueden ser controlados des
de el inicio de la enfermedad y las alteraciones fisjol&gicas po
drénser en todos los casos reversibles, ya gue un control tempra
no de la enfermedad compromete a menos &Srganos.

El tratamiento inmunosupresor modifica ern algunos cases los -
Indices de anticuerpos aCL, pero en otros los Indices no se ven-
#lterados, como en el caso del paciente masculino del estudio, -
que a pesar del tratamiento, sus fndices no han sufrido cambios
a todeo lo largo de su seguimiento. Sin embargo, tres pacientes =
desde el momento de su ingreso no aumentaron sus indices de anti .
cuerpo, permaneciendo normales hasta la fecha. Es importante el
hecho de que fndices mayores a 5 D. E., de anticuerpos aCL, en su
mayorfa estan dados por inmunoglobulinas de la clase IgG, aungue
también aparecen IgM pero caon menor frecuencia. El andlisis de -
positividad con respecto al sexo, muestra que individuos del se-
‘xo masculino, presentan anticuerpos aCL con Indices mayores a =--—
5 D, E, praeferentemente de la clase IgG, mientras que en el sexo
. femenino la presencia de IgG, IgM o ambas altas mayores a 5 D.E.,
tienen casl la misma frecuencia.

En el estudio de las moléculas del CPH en pacientes con el -
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sindrome de anti-fosfolipidos primario, lo primero que se puede—
observar es la presencila del marcador DR7 que en pacientes con -
LEG no existe, mientras que en los pacientes con el sindrome, el
50% de estous son portadores de dicho marcador. La frecuencia del
DR7 en los pacientes con el sindrome primario esta aumentada com
parada con la frecuencila del marcador en la poblacifén en general.

Por otro lado, existe un aumento en la frecuencia de alelos -
nulos en C4A, preferentemente en el complotipo SCOl. El1l alelo nu
lo en C4A solo, se encuentra aumentado comparado con la poblacifn
normal y aun m&s, el alelo nulo en el completipo SCO1 también se
encuentra aumentado en frecuencia con respecto a la de la pobla-
cién normal, hecho que sugiere una posible participacién entre el
complotipo SCO01l y la fisiopatologla de la enfermedad. El haber -
encontrado aumentados el- DR7 y el alelo nulo en C4A preferente -
mente en el complotipo SCO0l, se puede pensar que de alguna mane-—
ra DR7 SCO1 puedenestar involucrados en la fisiopatologla de la
enfermedad. De hecho, siete pacientes de los ocho estudiados tie
nen alelos nulos en C4A o haplotipo extendide, fendmeno que se -
conoce estid asocido con autoinmunidad en pacientes mexicanos.

El aumento en la frecuencia del DR7, sugiere también que la -
mol8cula clase II con este fenotipo en los pacientes con sindro-
me de anticuerpos anti-fosfolipidos primario esta alterada desde
el punto de vista estructural, modificando con ello la respuesta
inmune.

Tos datos obtenidos se emplearcn para estudiar una pesible -
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asociacién de los genes de la regién cromosémica del CPH, que -
por alguna razén se involucran con la presencia de la enferme-—
dad, esto aunado a los factores ambientales, gque hacen suscepti-
bles a los portadores de los genes atfpicos a padecer la enfer-
m=dad en estudio.

El presente estudio deja muchos caminos abiertos para la in-
vestigaciSn de los anticuerpos anti-fosfolipidos y su asociacifn
.con las moléculas del CPH. Una de las cosas que saltan a la vis-
ta, es que soxprendentemente los familiares de los pacientes con
el sindrome de anticuerpos anti-fosfolfpidos primario tuvieron -
menos positividad al anticuerpo aCL (cero por ciento) que la es-
perada segln lo anterior, ya gue en la poblacidn normal estudia-
da, 5,0% de esta presenta indices anormales (menores de 5 D,E.).
Log familiares de pacientes con LEG, B8.02% presentan Indices -~
anormales y 4.0% de los familiares de pacientes ¢con EMTC tienen
indices anormales (105). Lo anterior nos sugiere gue el sindro-
" me de anticuerpos anti-fosfolfpides primario es posiblemente una
entidad patolSgica autoinmune diferente del LEG y la EMTC. Es -
necesario tomar en cuenta que las poblacicnes estudiadas de LEG
y sfndrome de anti-fosfolipidos primario, scon muy diferentes en
tamafio, por lo que para confimmar que el sindrome es una entidad
patol8gica diferente al LEG, se debe reunir una poblacidn mayor
de pacientes con el sfndrome de anti-fosfolipidos primario, para

de esta manera estudiar a las dos enfermedades con pruebas esta-

disticas que comparen dos poblacicnes de igual tamafio.
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8, CONCLUSIONES,



l, Ninguno de los familiares con el sindrome de anticuerpos
anti-fosfollipidos primario presenta anticuerpos anti-cardiolipi-
na positivos. Comparadc esto con los estudios realizados en fami
liares de pacientes con LEG y EMTC, nos hace pensar gue el sin -
drome de anticuerpos anti-fosfolIpidos primario es una entidad -

patolSgica diferente a las mencionadas.

2. Existe una asociacidn importante entre la presencia de —--
alelos nules en €4 (C4A y C4B) con la positividad a anticuerpos-
anti-cardiolipina, tanto en el sindrome de anticuerpos anti-fos-

folipidos primaric como en el LEG.

3. El aumento en la frecuencia del complotipo SC01l, no s8lo
por el aumento en la frecuencia del alelo nuleo en C4 sino en el
conjunto de genes estudiados que conforman las moléculas clase
I1X, nos hace pensar -en la posible asociacién del complotipo -

SCO01l con la fisiopatologfa del sfndrome de anti-fosfolfIpidos.

4. El marcador DR7 que se encuentra aumentade en los pacien
tes con el sindrome de anticuerpos anti-~fosfolipidos primaric -
con respecto a la poblacién en general, y gue adem&s no aparece
‘an paclentes con LEG, es un marcador genftico que confirma que
el sindrome de anticuerpos anti-fosfolipidos es una entidad pa-

tol6gica autoinmune particular.
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5.. Con el aumento en la frecuencia del DR7 y el complotipo

§C01, se propone un desequilibric de unifn entre el marcador -
clase II y las moléculas clase III, que participan en la fisio

patologia del sindrome de anticuerpos anti-fosfolfpidos prima-

rio.

e
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G LOSARTID



Alelo: Pormas aleatorias de un gen.

Alotipo: Diferencia antigénica geneticamente determinada sobre
las protefinas sericas gque varfan en miembros diferentes de -
la misma especie.

Anafilotoxina: Substancia producida por activacidn del comple-
mento gue produce el aumento de la permeabilidad vascular, 3
través de la liberacitn de mediadores farmacolSgicamente ac-
tivos provenientes de las c&lulas cebadas.

Anticuerpo: Proteina producida como resultado de la introduccién
de algdn antfigeno y gque tiene la capacidad para combinarse con
el antigeno que estimuld su producecién.

Anticuerpos antinucleares {AAN): Anticuerpos dque son dirigidos -
contra los constituyentes nucleares, habitualmente las nucleo

proteinas y que se encuentra en diversas enfermedades reumiti
cas.

Antigeno: Substancia que puede inducir una :éspuesta inmunita-
ria locecalizable cuando es introducida en un animal.

Antigeno ¢lase I: Antfgeno de histocompatibilidad coﬁif1Cado -
en seres humanos por los loci A, B, C y en ratones por los -
loci D y K.

Antigenos clase II: Antigenos de histocompatibilidad codifica-
do en seres humancs por los loci DR, DP, DQ y Dy en ratones
por el locus I y otros loci.

Antigenoc clase III: Componentes fB, C2 y C4 del complemento.
Mitoanticuerpos: Anticuerpos contra autoantigenos.
Autoantigenos: Antfgenos propios.

Autoinmunidad: Inmunidad contra autcantigenos.

Asociacibn genética: Termino usado que describe la condicién de
que un genotipo particular esté relaciconado con otro fenfme-
no, tal como enfermedades particulares.

Cardiolipina: Fosfolipido derivado del corazén de buey, compo-—
nente de la membrana mitocondrial, gue sirve como substrato
de antigenos para las reaginas.

Centimorgan: Unidad de longitud f{sica en el mapa de un cromo-—
soma que equivale a una frecuencia de 1% de la recombinacifn

entre genes estrechamente ligados. Tambi&n se le llama uni-
dad de mapeo.
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Clase de inmunoglobulina: Subdivisifn de las molé&culas de inmuno
globulina, basada en los determinantes antigénicos de la re -
giSn Fe de las cadenas H. En el hombre hay cinco clases de in
munoglobulina designadas como: I19G, IgA, IgM, IgD, e IgE.

Complejo inmune: Producto de la reaccién antigeno-anticuerpo, -
la cual puede tambi&n contener componentes del sistema del -
complemento.

Complejo principal de histocompatibilidad (CPH): Namero afin no -
determinado de genes localizados cerca unec del otro, que deter
minan los antigenos de histocompatibilidad de los miembros de
una especie.

Complemento: Sistema de protelfnas séricas dque es el mediador hu-
moral primario de las reaccionas antigeno-anticuerpos.

Complotipo: Haplotipo del sistema del complemento.

Cromosonat Cuerpo nucleoproté@ico microscopicamente observable, -
se tifile obscuro con los colorantes b&sicos en las moléculas --—
durante la divisi&n celular. Portadores de la herencia,

Desequilibrio de unifn o enlace: Condicif6n por la cual dos ge -
nes se presentan combinados en la poblacifn con una frecuen -
cia mis alta que la que se esperaria dadas sus frecuencias in
dividuales.

Difugién doble de Ochterlony: Té&cnica de inmuno precipitacidén -

en la cual el antigeno y el anticuerpo difunden uno hacia el
otro y forman complejos inmunes en agar.

Electroforésis: Separacifn de moléculas en un campo eléctrico.

Electroforésis por inmunofijacifn: Técnica para identificar pro-
tefnas mediante separacidn electroforética en un gel segquidg
de precipitacién "in situ” con anticuerpos especificos.

Flijacién de complemento: An&lisis estindar del suerc usado para
demostrar una reaccidn antigenc-anticuerpo en la cual el anti
cuerpo se¢ ha fijad~ como resultado de la formacién de comple—
jos inmunes. La incapacidad posterior de la lisis de eritro -
citos sensibilizados por el complemento que ha sido fijado in
dica el grado de la reaccifn antfgeno-anticuerpo.

.Gammaglobulinas: Protefnas del suero con movilidad gamma en la

- mlectroforésis que comprenden la mayoria de las inmuncglobu-
linas y anticuerpos.

Gaen: Porcifin de material genético gue codifica para una protef-—
Na&.

104



Gen nulc: Porcién de material genético gue no codifica para pro
teina.

Haplotipo: Porcién del fenatipo determinada por genes intimamen
te ligados de un solo cromosoma heredados de un solo progeni®
tor.

Herencia multigénica: Herencia ¢ue depende de varios genes.

Hibridoma: Linea de células transformadas que crecen "in vivo"
o "in vitro®”, la cual esta constituida por un hibrido somdti-
co de dos 1fneas celulares Progenitoras y contiene material -
genético de ambas.

Hipocomplementemia: Disminucifn en la concentraciSn de las pro-
tefnas del sistema del complemento.

Hipoprotrombinemia: Disminucién de la concentracifn de protrom-~
bina.

Histocompatible: AntIgeno de transplante que es compartido.

HLA (Antfgeno leucocitarios humanos): La mayor regifn genética
de histocompativilidad en el hombre.

IgA: Clase de inmunoglobulina que predomina en las secreciones,

Igb: Clase de inmunoglobulina que predomina en la superficie de
les linfocitos B humanos.

IgE: Anticuerpc reagina involucrado en las reacciones de hiper-
sensibilidad inmediata.

IgG: Clase de inmunogleobulina predominante en el sueroc humano.

IgM: Inmunoglcobulina pentamérica que comprende apraximadamente
108 de las inmunoglobulinas del suerec humano.

Inmunoelectroforésis: Tdenlca que combina una separacifin elec-
troforética inicial de las protefnas seguida por inmunodifu-
8i%n con la formacién de arcos de precipitacién.

Inmunoflorescencia: Té&cnica histolégica o citolfégica para la -
identificacifn y localizacifén de antigeno en los cuales el -
anticuerpo especifico. es conjugado con compuestos floures-—
cantes, resultando un trazador sensible que puede detactarse
por medicién flourométrica.

Isotipo: Caracteristicas antig8nicas de determinada clase o -
subclase de cadenas H y L de inmunoglobulina.
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Ligamiento: Condicién por la cual dos genes gue estin presentes

muy proximamente £n uh mismo cromosoma son heredados simultd-
neamente.

Loci: plural de locus,
Locus: Sitio especifico de un gen sObre un cromosoma.

Opsonina: Substancia capaz de intensificar la fagocitosis. Los -

anticuerpos y el ¢omplemento son las dos opsoninas principa -
les.

Opsonizacidén: Procesc por el cual es facilitada la fagocitosis -
por la disposicién de opsoninas en el antigeno.

Polimorfismo: Cuando un locus puede presentar muchas variantes
alelicas,

Proteina monoclonal: Proteina producida a partir de la progente
de una sola cé€lula llamada clona.

Protefin.s policlonales: Grupos de molé&culas derjivadas de clonas
mGleiples de células,.

Quimiotaxis: Migracibn direccional del cé&lulas particularmente
en respuesta a un gradiente de concentracifn de ciertos facto
res guimiotdcticos.

Reaccidn cruzada: Reaccidn de un anticuerpo con un antfgeno di-
ferente al gua indujo su formacidn.

Reagina: SinSnimo de anticuerpo IgE. Denota tambi&n un anticuerxr
po fijador de complemento gue reacciona en la prueba de wasscr
mann con el antigeno cardiolipina.

Pecombinacién: Proceso por el cual la informacidn genética es -
rearreglada durante la meiosis.

Sfndrome: Cuadro o conjunto sintomitico. Serie de sfntomas y =~
signos que existen a un tirmpo y definen clinicamente un esta
do morboso determinadoc.

Trombogis: Proceso de formacifn o desarrollo de um tapdn ¢ trom
bo en los vasos sanguineos.

T:omhocitopenj.a- Disminuci6n del nfmero de plagquetas o aumento
en la destruccién de &stas.

vasospasmo: Espasmo vascular. Disminucifn del calibre de los -
vasoes por inili.mncia nerviosa o dafio al endotelioc vascular.
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