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2. Resumen

El Sindrome anti-fosfolipido (SaF) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la
presencia de anticuerpos anti-fosfolipido (aFL) y eventos clinicos, como la trombosis
(arterial y/o venosa), el aborto espontaneo principalmente de repeticion, la muerte fetal
intrauterina, la trombocitopenia y algunos transtornos neurolégicos. En ausencia de
datos clinicos o seroldgicos de otra enfermedad primaria del tejido conjuntivo se le
denomina Sindrome anti-fosfolipido primario (SaFP), para distinguirlo del Sindrome
anti-fosfolipido secundario (SaFS) que se presenta principalmente en pacientes con
LEG. En 1990 se reportd que los aFL reconocian un complejo formado por fosfolipidos
y B2-glicoproteina-1 (32GPl). Seis afios mas tarde, Cabral y colaboradores informaron de
pacientes con manifestaciones de SaF y pruebas para la deteccién de aFL negativas
pero con presencia de anticuerpos de isotipo 1gG con reactividad contra 2GPIl humana,
con lo que describieron una variante del SaF que definieron como sindrome anti-
fosfolipido/cofactor, el cual puede presentarse de forma primaria (SaF/CP) o secundario
a la presencia de LEG (SaF/CS). La .GP! humana es una proteina sérica que participa
en procesos de coagulacién, aterogénesis y apoptosis, y ademas, es el principal blanco
de los autoanticuerpos de pacientes con SaF. De esta proteina se han reportado cuatro
polimorfismos genéticos, de los cuales uno se localiza en la posicidon 247, dicha
posicion se ubica entre el sitio de unién a fosfolipidos y uno de los posibles epitopos
cripticos. El objetivo del trabajo fue estudiar la frecuencia de los alelos valina y leucina
en la posicion 247 del gen de la B.GPI en pacientes mexicanos con SaF o SaF/C, para
esclarecer su participacion en la generacion de los anticuerpos y las manifestaciones
clinicas que caracterizan a ambos padecimientos. La metodologia empleada para
determinar el genotipo del polimorﬁsmo""7 en 106 sujetos sanos y en 86 pacientes con
SaF, fue PCR-RFLP. La cuantificacion de anticuerpos séricos se realizé por ELISA. Los
sujetos sanos tuvieron el siguiente patron de distribucion de frecuencias genotipicas y
alélicas: VV(0.13), VL(0.52), LL(0.35) y V(0.39), L(0.61), respectivamente. De los 86
pacientes con SaF 27 estaban clasificados como SaFP, 12 como SaF/CP, 40 como
SaFS y 7 como SaF/CS. No se observé diferencia significativa en ningin grupo de
pacientes y los sujetos sanos. Tampoco se encontré correlacion del polimorfismo
val/leu®¥” y la produccion de anticuerpos anti-cardiolipina dependientes de p,GPl en
ninguna variante del SaF. La produccion de autoanticuerpos af;GP-| y la presencia de
oclusién arterial en pacientes con las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP), se
encontraron correlacionadas con el genotipo VV. Dichas asociaciones no se observaron
en los pacientes con SaF y LEG, sugirendo que en estos pacientes el origen de los
ap.GP-l es distinto. De los resultados se concluye que en la muestra de sujetos
mexicanos sanos el alelo silvestre del polimorfismo?*’ del gen de la B,GPi es el que
codifica para leucina. En las variantes primarias del SaF, el genotipo VV del
polimorfismo estudiado esta involucrado con la generacion de ,GPI antigénica y con el
riesgo de padecer oclusion arterial, confirmando asi que el sistema f,GPi/ap.GPI
participa directamente en el mecanismo que genera trombosis. No obstante, es
necesaria la participacion de otros factores para la manifestacion de dichas
enfermedades.



3. Introduccion

Actualmente, las enfermedades autoinmunes ocupan un lugar importante entre
los problemas de salud ya que afectan aproximadamente al 5% de la poblacion
mundial'. Estos padecimientos, cuya prevalencia es mayor en el sexo femenino?, se
presentan generalmente entre la segunda y tercera década de vida, es decir, en la
etapa productiva y reproductiva de la poblacién. La etiologia de estas enfermedades es
aun desconocida, sin embargo, en todas existe algo en comtun: una desregulaciéon del
sistema inmunoldgico que origina la aparicién de una respuesta inmune aumentada en
contra de componentes propios. Una de las enfermedades autoinmunes que se
presenta con mayor frecuencia es el Lupus Eritematoso Generalizado (LEG),
padecimiento que ademas de afectar las articulaciones y los musculos, puede danar la
piel y casi todos los organos. Serolégicamente se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos que reconocen componentes del citoplasma y nucleo de entre los que
destacan los anticuerpos anti-ADN de doble cadena®.

En la década de los 60's se describio la presencia de trombosis y anticoagulante
Lupico en los sueros de un grupo de pacientes con LEG*. Posteriormente, a esta nueva
entidad patoldgica autoinmune que relacionaba la presencia de anticuerpos anti-
fosfolipido (aFL) con eventos clinicos como la trombosis (arterial y/o venosa), el aborto
espontaneo principalmente de repeticion, la muerte fetal intrauterina, la
trombocitopenia, el fivedo reticularis y algunos transtornos neurolégicos, se le dio el
nombre de Sindrome anti-fosfolipido (SaF)°.

Los aFL son un marcador seroldgico distintivo de los pacientes con SaF. En

1990, se informo que los aFL de pacientes con SaF reconocian un complejo formado
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por fosfolipidos y una proteina con afinidad por compuestos de carga negativa’*?%,
identificada como [3,-Glicoproteina | ([3:GP!). La participacion de esta proteina en el
SaF esta ampliamente documentada, de hecho, existen pacientes con manifestaciones
del SaF y pruebas para la deteccion de aFL negativas pero con presencia de
anticuerpos de isotipo 1IgG con reactividad contra p.GPI humana. A esta variante del
SaF se le denomind sindrome anti-fosfolipido/cofactor (SaF/C).

La 3;GPlI humana es una proteina sérica que interviene en procesos de
coagulacion, aterogénesis y apoptosis. Ahora bien, considerando que la f,GP! es el
blanco principal de los aFL, es posible que cualquier alteracion a nivel ADN que afecte
su estructura o su concentraciéon plasmatica modifique su comportamiento en los
procesos en que participa. De esta proteina se han reportado variaciones cuantitativas
y cualitativas, siendo estas Ultimas diferencias estructurales resultado principalmente de
mutaciones puntuales, es decir, de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, del inglés
single nucleotide polymorphism). Hasta el momento, se han reportado 4 SNP's en el
gen de la B,GPI, uno de los cuales se localiza en el exdn 7 del gen y corresponde a la
posicién 247 de la proteina. Este polimorfismo en la posicidon 247, cuyos posibles alelos
son valina y leucina, se ubica entre la regién de la p.GPI que une fosfolipidos y uno de
los epitopos reconocido por los aFL. Lo anterior sugiere que la mutacién-247 en la
B2GPI probablemente sea relevante en la patogénesis del SaF, debido a que éste
autoantigeno parece estar intimamente relacionado con las manifestaciones asociadas
a la presencia de los aFL autoinmunes. De lo anterior se deriva la hipotesis del presente
trabajo, en la que suponemos que puede existir una relacion significativa entre la

variacion genética, y consecuentemente estructural, producto del polimorfismo en la




posicion 247 de la .GPl y la generacion de los anticuerpos y las manifestaciones
clinicas del SaF.

El objetivo del trabajo fue estudiar la frecuencia de los alelos valina y leucina en la
posicion 247 del gen de la 32GPI, en pacientes mexicanos con sindrome anti-fosfolipido
o anti-fosfolipido/cofactor, para esclarecer su posible papel en la generacién de los
autoanticuerpos y las manifestaciones clinicas que caracterizan a ambos

padecimientos.

4. Justificacion

La presencia de anticuerpos anti-$.GPI (ap.GPIl) en los pacientes con SaF se
asocia con manifestaciones clinicas, por lo que el estudio genético de la B,GPI
adquiere una relevancia significativa. En la actualidad, el desarrollo tecnologico y el
avance en el conocimiento del genoma humano han permitido ponderar la participacion
del factor genético en diversos tipos de padecimientos, como son los errores innatos
del metabolismo y los procesos asociados al envejecimiento. El conocer la contribucion
del aspecto genético en la generacion de Saf, no soélo ayudara a predecir
susceptibilidades en la poblacién, sino también ayudara a comprender la etiologia del
padecimiento. Ademas, siendo esta enfermedad prototipo de autoinmunidad,
comprender su etiologia puede ser de gran utilidad en el estudio de otras
enfermedades de la misma o similar naturaleza. Seguramente, los conocimientos
generados en esta area de investigacion permitiran el desarrollo de herramientas utiles
en el diagnostico y el disefio de nuevas y mejores estrategias para el tratamiento de!

SaF.




5. Antecedentes

5.1. Sindrome anti-fosfolipido

En 1963, Bowie e! al* reportaron un grupo de pacientes con LEG, trombosis y
presencia de anticoagulante Lupico en el suero. Esta Gitima caracteristica, junto con
resultados falsos positivos para la prueba de VDRL, fue observada en pacientes con
sindrome vascular periférico, asociandose los dos eventos a la presencia de
anticuerpos anti-fosfolipido (aFL)%. Dos décadas después, en 1983, la presencia en
suero de anticuerpos que reconocian al fosfolipido cardiolipina (CL) fue detectada en
un grupo de pacientes con LEG que presentaban un sindrome complejo caracterizado
por trombosis, pérdida fetal recurrente, transtornos neurolégicos, trombocitopenia y
livedo reticularis®. Debido a la asociacion de los anticuerpos anti-cardiolipina (aCL) con
las manifestaciones clinicas citadas, Hughes et a/ adoptaron el nombre de Sindrome
anticardiolipina’. Sin embargo, el estudio del suero de pacientes con el sindrome reveld
posteriormente que no sélo existia la presencia de aCL, sino que también era posible
detectar anticuerpos capaces de reaccionar con otros fosfolipidos®. Este hallazgo
condujo a cambiar el nombre propuesto en 1983 por Hughes por el de Sindrome anti-
fosfolipido (SaF).

Actualmente se utiliza el término sindrome anti-fosfolipido (SaF) para definir una
entidad clinica que asocia la presencia de anticuerpos anti-fosfolipido (aFL) con
trombosis arteriales y/o venosas, abortos de repeticion, livedo reticulans,
trombocitopenia y transtornos neurolégicos®. Aunque la asociacion de estas

manifestaciones clinicas con los aFL fue reportada originaimente en LEG, existen




pacientes con titulos altos de aFL y manifestaciones clinicas de la presencia de estos
anticuerpos pero sin evidencias clinicas o serologicas de otra enfermedad primaria del
tejido conjuntivo. A esta otra entidad clinica se le denominé sindrome anti-fosfolipido
primario (SaFP) para distinguirlo del Sindrome anti-fosfolipido secundario (SaFS) o
asociado que se presenta principalmente en pacientes con LEG'Y. Existen diferencias
entre ambas entidades, debidas principalmente a la presencia de niveles mas elevados
de aFL en el SaFP y a la influencia de LEG en el sindrome anti-fosfolipido secundario
(SaFSs)®.

En la poblacibn mexicana la prevalencia del SaF no esta determinada, su
frecuencia es de aproximadamente el 10 % en pacientes con LEG'' y la frecuencia de

la entidad primaria aliin se desconoce.

5.2. Anticuerpos anti-fosfolipido

Los aFL son una familia de inmunoglobulinas que pueden estar presentes por
diversas circunstancias, las principales son las siguientes: 1) pueden ser anticuerpos
naturales, y evidencia de lo anterior es que todos los ratones normales'? y el 85% de los
sujetos de una poblacion humana normal'® tienen anticuerpos naturales contra
eritrocitos tratados enzimaticamente con la tiolproteasa bromelina, el epitopo que se
expone con este tratamiento es la fosfatidilcolina, fosfolipido de carga neutra localizado
en la cara externa de la membrana celular. Los anticuerpos naturales se encuentran a
titulos relativamente bajos, son codificados por genes de linea germinal y producidos
principaimente por células B CD5' sin estimulo aparente; 2) como resultado de la
intervencion de factores inmunogenéticos, como lo muestra el trabajo de Asherson et al

cuyos resultados sugieren la participacion del alelo DRwS53 en la generacion de la




respuesta autoinmune en contra de FL. Lo anterior se fundamenta con la presencia de
este alelo en todos los pacientes con SaFP con titulos altos de aCL incluidos en el
estudio'*; 3) como resultado de una des-regulacidon inmune, debido a que esta trae
como consecuencia una excesiva produccion de autoanticuerpos, incluyendo los aFL'>.
En este caso se trata de anticuerpos autoinmunes asociados con procesos
patogénicos; 4) como anticuerpos anti-idiotipo de otros anticuerpos. Fundamento lo
anterior en estudios que proponen que una perturbacion de la red idiotipo-anti-idiotipo
por un idiotipo patogénico o un anti-idiotipo puede ser un mecanismo de generacion de
autoanticuerpos'®'’. La posibilidad de que los aFL pueden ser anti-idiotipos de otros
anticuerpos emerge con el descubrimiento de la presencia de anticuerpos anti-idiotipo
contra anticuerpos de cabra anti-proteina C, que también se comportan como aCL, en
el suero de sujetos sanos y de pacientes con LEG '%; 5) inducidos por farmacos. En
algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromazina se han detectado titulos
altos de aFL'®, este farmaco puede también inducir un sindrome parecido al LEG??; 6)
como resultado de procesos infecciosos, en cuyo caso su sintesis es dirigida por
antigeno, son de isotipo 1gG, de alta afinidad y los titulos en suero bajan cuando se
controla la infeccion. El primer aFL reportado fue el relacionado con la sifilis, que
posteriormente se us6 para el diagndstico seroldgico de esta enfermedad. En procesos
infecciosos virales, como Hepatitis o Rubéola, también se ha podido demostrar el
incremento en los titulos de aFL?'.

Una propiedad inmunoquimica interesante de los aFL es su reactividad cruzada,
principalmente con moléculas con carga negativa como heparina, ADN nativo y de
cadena simple, pudiendo extenderse dicho reconocimiento a las membranas de las

plaquetas y de las células endoteliales??23,




5.3. Factores proteicos asociados al SaF

1990 marca un hito en el estudio de los aFL. En este ano la investigacion en el
campo de los aFL cambié completamente su rumbo debido a que tres grupos de
investigadores, de manera casi simultanea, reportaron que el antigeno reconocido por
los aFL presentes en el suero de pacientes con SaF no era el FL, sino un complejo
formado por fosfolipidos anidnicos y una proteina con afinidad por estructuras de carga
negativa que, de acuerdo con los autores, actuaba como cofactor en dicho
reconocimiento. Esta proteina fue identificada como B,-Glicoproteina 1 (B.GPI)?4%5,
Estudios posteriores sefalaron que los autoanticuerpos contra fosfolipidos de carga
neutra también requieren de cofactores proteicos especificos, como lo demostraron
Sugi et al en 1995. En su trabajo, dichos autores reportaron que los anticuerpos que
reconocen fosfatidiletanolamina precisan para su reactividad de quinindgeno y del
complejo formado por la proteina unidora de quininbgeno-quinindgeno, el cual puede
incluir precalicreina y/o factor XI?”. Recientemente se ha reportado que los anticuerpos
anti-fosfolipido putativos reaccionan contra una importante variedad de proteinas
plasmaticas como la B,GPI, protrombina, proteina C, proteina S, quininégeno, anti-
trombina Il y otras proteinas que unen fosfolipidos como la anexina V 283

A partir de la publicacion de estos hallazgos, los anticuerpos anti-cofactor se
sitilan con un papel protagénico dentro del SaF. De entre los cofactores proteicos
asociados con el SaF, la B.GPIl es el mas estudiado y el que se ha encontrado con
mayor frecuencia asociado al padecimiento. Uno de los fosfolipidos con el que forma el
complejo antigénico es el difosfatidilglicerol, fosfolipido aniénico comunmente conocido

como cardiolipina (Figura 1). Los anticuerpos aFL se detectan mediante la técnica de




ELISA (del inglés Enzyme linked immunosorbent assay), por lo que de acuerdo a lo
anterior, en un ensayo de rutina para detectar aCL, en el que se usa suero bovino fetal
como agente bloqueador, la union de los aCL a la cardiolipina en presencia de [};GP!
puede atribuirse a epitopos en la B,GPI?S, en el complejo B.GPI/ICL*, o al
reconocimiento de epitopos cripticos en la CL* y/o en la p.GPI. Utilizando
espectroscopia infrarroja® y dicroismo circular®> se pudo demostrar que la interaccion
de la PGPl con la CL produce cambios conformacionales importantes en ambas
moléculas, generando probablemente exposicion de regiones cripticas. Los resuitados
de los estudios revelaron que las alteraciones en la molécula fosfolipidica restringen la
movilidad de las cadenas hidrocarbonadas, mientras que la [3.GPI sufre modificaciones
en su estructura que disminuyen el porcentaje de a-hélice y f3-plegada, e incrementan la
conformacion azarosa, aumentando asi su potencial antigénico. Esta evidencia sugiere
que los epitopos cripticos detectados por los aCL se encuentran en la 32GP| modificada
por la unién con la cardiolipina. La exposicion de este neoepitopo no solo es el
resultado de la unidén con la cardiolipina, Matsuura et al demostraron que es posible la
deteccién de los anticuerpos aCL en ausencia de CL utilizando en el ELISA placas de
poliestireno expuestas previamente a radiacion y. Este tratamiento ocasiona la
oxigenacion de la superficie de la placa, por lo que los resultados del estudio sugieren
que e! cambio conformacional, y por ende la exposicion del o ios epitopo(s) criptico(s).
en la B,GPI puede originarse también por la interaccion con superficies oxigenadas>.
La participacion de la .GPIl se puede entender mejor al diferenciar los aFL
encontrados en pacientes con SaF de los encontrados en pacientes con enfermedades

infecciosas como sifilis, malaria, o hepatitis A. LLos aFL de estos ultimos reaccionan




directamente contra cardiolipina (en ausencia de 3.GPl). Esta notable diferencia sugiere

un papel patogénico potencial de la [3,GPIl en el SaF.
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Figura 1. Difosfatidilglicerol. Glicerofosfolipido “doble” comunmente conocido como cardiolipina
debido a que se aisl6é por primera vez del musculo cardiaco bovino. Modificada de la Ref. 35,

5.4. Sindrome anti-fosfolipido/cofactor (SaF/C)

La induccién de SaF experimental mediante la inmunizacién de ratones con
B2GPI realizada por Gharavi en 19923 suscitd la investigacion de los anticuerpos anti-
B2GPI (ap.GPl), y tres afios mas tarde, Cabiedes et al reportaron que en pacientes con
LEG, las manifestaciones trombdticas del SaF se asocian con mayor fuerza con ap,GPi
que con aCL dependientes de (>GPI*’. Aunado a lo anterior, en 1996 Cabral et al
reportaron un grupo de pacientes sin evidencia de LEG, con manifestaciones clinicas
del SaF y pruebas para la detecciéon de anticuerpos aFL negativas, pero con titulos
altos de anticuerpos ap,;GPI de isotipo IgG. Debido al hallazgo, los autores proponian la
sustitucion del termino Sindrome anti-fosfolipido por e! de Sindrome anti-

fosfolipido/cofactor y la clasificacion de los afectados por el padecimiento, en distintas




variantes del sindrome, dependiendo del antigeno reconocido por los anticuerpos
presentes en el plasma de los pacientes®®. Un afo mas tarde, se reporté el mismo
fenédmeno en pacientes con LEG, considerandose como la variante secundaria de la

entidad anteriormente descrita®®.

5.5. Bioquimica de la [}>-Glicoproteina |

140 y

La p.GPi humana es una proteina sérica descrita por primera vez en 196
presente en sujetos sanos en una concentracion de aproximadamente 200 ng/mL. Es
una proteina asociada a la fraccidn de las lipoproteinas, que activa a la lipoproteina
lipasa por lo que también es conocida como Apolipoproteina H*'*2. En lo referente a su
estructura, los estudios muestran que esta constituida por una sola cadena polipeptidica
de 326 aminoacidos, su peso molecular es de 50 kD y aproximadamente el 18% son
carbohidratos. Se conoce la secuencia del DNA complementario y la secuencia de
aminoacidos que ta forman*3°. La B,GPI esta organizada en cinco dominios homélogos
conocidos como segmentos cortos repetidos (SCRs, del inglés short consensus
repeats)*®, cada uno consiste de aproximadamente 60 aminoacidos con puentes
disulfuro inter- e intra-regiones*’. En 1992, se identificé un sitio de union a fosfolipidos
de carga negativa en el quinto SCR (Figura 2), esta zona involucra a los aminoacidos
281-288 (CKNKEKKC)**°, Dicha secuencia se encuentra cargada positivamente a pH

fisiolégico debido a su aflto contenido de Lisina que es un aminoacido basico.




O Sitios polimérficos
de las posiciones 88,
306 y 316.

@ Sitio polimérfico de
la posicion 247.

. Region de unién a
fosfolipidos

(281CKNKEKKC288)

Figura 2. Estructura secundaria de la Bz-Glicoproteina |.

5.6. Epitopos de la P2-Glicoproteina |

A través de la expresién en fagos51 y el uso de mutantes de szPlsz‘”. fue
posible obtener resultados que sugerian la presencia de una regién reconocida por los
autoanticuerpos presentes en pacientes con SaF dentro del dominio | de esta proteina.
Sin embargo, en estos experimentos, la metodologia empleada hace suponer que los
anticuerpos detectados estan dirigidos rigurosamente en contra de la 2GPl, y que la
presencia del fosfolipido no modifica su reconocimiento.

Por otro lado, el cuarto dominio ha sido involucrado con el sitio de
reconocimiento de los aCL, es decir, con el epitopo criptico53'5°. Experimentos con

mutantes de g2GPI muestran evidencia de lo anterior™. Ademas, a través del analisis de




librerias genéticas expresadas en fagos filamentosos, Kasahara et a/ determinaron la
ubicacion del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal aCL EY1C8. Esta regién
fue localizada en la cara interna del dominio |V, normalmente escondida por el dominio
%%, y que puede exponerse al modificar tres interacciones electrostaticas entre el
dominio IV y el V%, Estas interacciones electrostaticas que mantienen unidos a los dos
dominios son puentes de hidrogeno entre un aminoacido del cuarto dominio y un
aminoacido localizado en el dominio V*'. Los puentes de hidrogeno se localizan entre
los aminoacidos: D'93-K%4¢, D??2.K3'7 y E??28.K*%8 Recientemente, se reportd la presencia
de epitopos en los dominios I-l, llf y IV reconocidos por tres diferentes anticuerpos
monoclonales ap.GPI%.
5.7. Papel fisioloégico y patogénico de la [};-Glicoproteina |

La participacion de la B.GPl en la respuesta autoinmune del SaF, las
manifestaciones propias del padecimiento y los resultados obtenidos con esta proteina
en diversas investigaciones han ligado fuertemente su participacidn con eventos
tromboticos. La B,GPI inhibe la activacion por contacto de la via intrinseca de la
coagulaciéon®® y la agregacion plaquetaria®. Con estos hallazgos se han propuesto
mecanismos de generacion de trombosis en los que participa la p.GPIl. De acuerdo con
éstos, los eventos tromboéticos del SaF pueden ser el resuitado de una inhibicion de la
funcion de la B,GPI y/o una disminucion de su concentracion plasmatica®'. Pueden
deberse también, a la interferencia en las reacciones hemostaticas ocasionada por la
respuesta inmune en contra de la B,GPI®'. Otras posibilidades propuestas son el

depdsito de complejos inmunes en la pared de los vasos, y la activacion de eventos




mediados por células, como el incremento de la adhesion de monocitos al endotelio>52,

Recientemente, se ha propuesto también una teoria que relaciona al SaF con la
aterosclerosis®?, padecimiento cronico degenerativo multifactorial, que puede originarse
como resultado de un proceso inmunolégico. La asociacion entre el SaF y la
aterosclerosis esta basada en los resultados que muestran que existen eventos
comunes en ambos padecimientos® (ver Tabla 1). EI mecanismo propuesto, se apoya
en las siguientes observaciones®®: 1) Los anticuerpos ap,GP| de pacientes con SaF
inducen la adhesion de monocitos a las células del endotelio vascular. 2) In vitro, la
union de ,GPl a LDL oxidada (LDLox) inhibe la captura de ésta por los macréfagos
(M@). 3) Al inmunizar ratones transgénicos con [2GPl la captura de la LDLox se
incrementa.

De acuerdo con lo anterior, la peroxidacion de los lipidos asociados a la LDL
puede estar jugando un papel importante en el desarrollo de la placa ateromatosa.
Fisioldgicamente, la LDLox es captada por el receptor “barrendero” de los M@, si esta
LDLox se une a la §3;GPI la captura se inhibe. Sin embargo, si existe !a presencia de
ap,GPI, entonces el complejo LDLox/B2GPHap,GPl es capturado por los M@ a través de
su receptor Fc, incrementando asi la formacion de células espumosas. De esta manera,
la capacidad de la p.GP! de unir estructuras anionicas la relacionan otra vez con un
proceso ﬁsiolégiyco de proteccion, pero nuevamente, estas propiedades de la B.GPI
sumadas a I;'«l presencia de ap2GPI se asocian a un proceso patolégico relacionado a

las manifestaciones clinicas del SaF.




Tabla 1 Asociacion entre el SaF y la ateroesclerosis (tomado de la Ref.64)

SaF

Aterosclerosis

aFL activan endotelio

Titulos altos de anticuerpos
anti-LDLox

Estado protrombdtico

Induccion de SaF experimental por
inmunizacion con [3,GP!

Induccién de SaF experimental por
inmunizacion con aFL

Se inicia por expresion de moléculas de
adhesion como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-{

Correlacién con anti-LDLox
Activacioén del sistema de coagulacidon como
parte del avance de la lesion aterosclerdtica

Induccién de aterosclerosis temprana en
ratones transgénicos inmunizados con {},GPI

Aumento en el deposito de grasa en ratones
transgénicos inmunizados con aFL

§.8. 32-Glicoproteina I: aspectos genéticos

La estructura polipeptidica de la B,GPI esta determinada genéticamente, su gen

fue mapeado en el cromosoma 17q23-qter6€’ y se sabe que existen variantes entre

individuos. En esta proteina se han identificado tanto variaciones cuantitativas como

cualitativas. La variacion cuantitativa es el resultado de la presencia de un alelo nulo

(Bg*D) que es codominante con respecto al alelo normal (Bg*N)%’. La frecuencia del

alelo nulo es baja en ia poblacion caucasica (~0.06, Tabla 2) y alta en la poblacion

negra de Mozambique (0.26, Tabla

2) y en las poblaciones asiaticas de Iran,

Afganistan, y Corea (0.11, 0.12 y 0.22 respectivamente)®.




Tabla 2. Distribuciéon de frecuencias de los alelos Bg*Ny Bg*D de la
},GPI en diferentes poblaciones. Modificada de la Ref.68.

Poblacion/ Lugar n Bg°N Bg'D
EUROPA T T T
Alemania 210 0.953 0.047
Grecia 157 0.924 0.076
Hungria 151 0.940 0.060
Islandia 97 0.940 0.060
{rlanda 107 0.948 0.052
Reino Unido 381 0.941 0.059
ASIA
Iran 141 0.886 0.114
Afganistan 210 0.876 0.124
Pakistan 79 0.949 0.051
India (Regién Norte) 108 0.954 0.046
India (Regidn Este) 964 0.954 0.046
Filipina 88 0.937 0.063
Corea 105 0.780 0.220
AFRICA
Mozambique 151 0.742 0.258
Sureste de Africa 250 0950 0.050
SUDAMERICA
Ecuador 90 0.967 0.033

Bg*N: alelo Normal
Bg*D: alelo Deficiente
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Los individuos homocigotos para el alelo Bg*N presentan niveles normales de

B2GP! (160-300 11g/mL), mientras que los heterocigotos tienen una disminucidon en estos

niveles (60-140 png/mL). Los niveles de B.GP! en los individuos homocigotos para el

alelo deficiente estan por debajo de los limites de deteccion®®. A pesar de lo anterior, es

importante enfatizar que no sélo los factores genéticos contribuyen en la variaciéon de

los niveles séricos de la B,GPI1%.

Ademas de la variacion cuantitativa, también existe heterogeneidad en la

estructura de la B,GPi. El estudio genético de las apolipoproteinas, condujo a Kamboh

et al a determinar diferencias estructurales de la ,GPI en ia poblacién estadounidense




de raza negra y blanca mediante isoelectroenfoque (IEE) seguido de
inmunoprecipitacion (IP) con un antisuero policlonal para identificar a la pBGPI®®, La
investigacion de Kamboh, mostré que la variacion estructural era de dos tipos: a)
intraindividuo, también conocida como microheterogeneidad y que es el resultado del
diferente grado de glicosilacion de la proteina y b) interindividuo, ocasionada por
sustituciones de aminoacidos y por tanto determinada genéticamente. De esta ultima
variacion, fue posible detectar cuatro variantes alélicas designadas como APOH*1,
APOMH*2, APOH*3, y APOH*4, resaltando que el alelo APOH'4 se encontro
exclusivamente en la raza negra®®, Publicaciones posteriores de este grupo de
investigadores han confirmado este singular hallazgo en la poblacién nigeriana y en la
poblacion negra de Norteamérica’®”3, Los datos obtenidos en el estudio de familias
establecieron que el patron de herencia seguido por los alelos es autosdomico
codominante. El polimorfismo estructural ha sido estudiado en otras poblaciones, en
donde se encontr6 una frecuencia predominante del alelo APOH®2, considerado
entonces como alelo silvestre. Debe resaltarse también, la semejanza que existe entre
las diversas poblaciones que pertenecen a la misma raza, en las que las distribuciones
de frecuencias fueron similares. En el caso de la raza negra la homogeneidad entre
poblaciones evidencid una disminucion en la frecuencia de! alelo APOH*1. En contraste
con lo anterior, en los aborigenes Australianos se observd un incremento importante en
ta frecuencia del alelo APOH*1(0.13,Tabla 3) y una ausencia del alelo APOH*3™.
Ademas, en la poblacion de Siberia se encontraron las frecuencias mas bajas de
APOH*2 y las mas altas de APOH*375. La Tabla 3 muestra las frecuencias encontradas

hasta 1999.




Tabla 3. Distribucién de frecuencias de los alelos APOH*1, 2, 3 y 4 de la },GPI en diferentes
poblaciones

Poblacion .. Alelos ... Fuente
N APOH*1 APOH®*2 APOH'3 APOH'4
Blanca
-Alemana 238 0.050 0.891 0.059 o] Richter & Cleve (1988)"®
-Tiroleses 196 0.059 0.882 0.067 o Richter & Cleve (1988)
-Estadounidense 153 0.059 0.882 0.059 0 Kamboh et al (1988)
-Estadounidense 445 0.027 0.897 0.076 0 Eichner et al (1989)
-Estadounidense 661 0.059 0.868 0.073 0 Sanghera et al (1997)
Negra
Nigeriana 356 0.011 0.897 0.071 0.021 Sepehrnia et al (1989)
Nigeriana 771 0.008 0.879 0.10 0.013 Kamboo et al (1999)
-Estadounidense 148 0.017 0.902 0.068 0.013 Kamboh et al (1988)
-Estadounidense 45 0.022 0.822 0.156 o} Eichner et al (1989)
-Estadounidense 422 0.011 0.921 0.008 0.01 Sanghera et al (1997)
Asiatica
-China 872 0.031 0.900 0.069 0 Saha et al (1992)"7
-Indu 179 0.061 0.866 0.073 o] Saha et al (1992)
-Filipina 91 0.055 0.923 0.022 0 Saha et al (1992)
-Malaya 17 0.088 0.882 0.029 [} Saha et al (1992)
Aborigenes 66 0.130 0.870 o] 0 Kamboh et al (1991)
australianos
Siberianos 113 0.013 0.788 0.199 0 Kamboh et al (1996)
Hispanos 444 0.043 0.915 0.027 0.016  Sanghera e! al (1997)

En 1995, Kamboh et al. informaron que el alelo APOH*3 tiene dos variantes:
APOH*3% y APOH"38. Lo anterior tiene como sustento el hecho de que la proteina
producto del alelo puede o no ser reconocida por el anticuerpo monocional 3D11
al,GPi. El 3D11 soélo reconoce el producto del alelo APOH*3 y muestra reactividad
preferentemente por la proteina de la raza blanca, por lo que a! alelo que codifica para
la B,GPI reconocida por el anticuerpo 3D11 se le denomino APOH*3", mientras que al
alelo de! productc no reconocido se le Hamo APOH®*3® por presentarse
predominantemente en individuos de raza negra’®. La Tabla 4 muestra las frecuencias
de los alelos APOH*3% y APOH*3® encontradas. Un hallazgo importante observado en

el estudio fue que la B2GPI de aigunos individuos homocigotos para el alelo APOH*3 no




presentaba union con fosfolipidos anionicos (CL o fosfatidilserina) y por lo tanto no
podia actuar como cofactor de los aCL patogénicos. El estudio sugirié que el fenémeno
era consecuencia de la presencia homocigota de! aleio APOH*3",

Tabla 4. Deteccion de los alelos APOH*3% y APOH*3" por el anticuerpo monoclonal 3D11 en

individuos previamente identificados como portadores del alelo APOH*3 mediante el uso de un
antisuero policlonal a3, GPI (fenotipos de APOH: 3-3, 3-2, 1-3, o0 3-9)

Poblacion n_ Con APOH*3% (%) Con APOH*3" (%)
Estadounidense blanca’ 66 59 (89) 7001
Estadounidense blanca no hispana?® 85 69 (81) 16 (19)
Estadounidense negra® 54 7 (13) 47 (87)
Estadounidense negra® 46 7 (15) 39 (85)
China* 25 25 (100) 0(0)
Africana negra® 10 0 (0) 10 (100)
Polinesia® 4 3(75) 1 (25)
Hispana® 33 23 (70) 10 (30)

#: Kamboh et al. 1995
&: Sanghera et al. 1997

5.9. Bases moleculares de los polimorfismos estructurales

La variacion cualitativa interindividuo de la B,GPI, que responde a la existencia
de diferentes alelos presentes en un individuo, es el resultado de variaciones a nivel del
ADN. Estas diferencias genéticas, conocidas como polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP's), son modificaciones en el ADN que consisten en el intercambio de una base
nitrogenada por otra, mutaciones puntuales. Debido a que el cédigo genético es
degenerado, este tipo de mutaciones frecuentemente no se manifiestan en el fenotipo,
es decir son silenciosas, sin embargo, en el caso de la B;GPl se han reportado 4
mutaciones puntuales que alteran la informacidon del codén correspondiente, resultando
en el reemplazo de un aminoacido por otro. Los SNP's reportados hasta la fecha se

encuentran en las posiciones 88, 247, 306 y 316 de! gen de la B,GPi7>798 (Tabla 5).




Tabla 5. Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP's) de la B,GPI. La tabla muestra la posicion
correspondiente de cada SNP en el gen y su ubicacion en el respectivo dominio de la proteina,
asi como el cambio de informacion que ocurre producto de la mutacién.

SNP Localizacion Dominio Reemplazo de Reemplazo de Enzima*
) base nitrogenada aminoacido o

1" 88 (ex6n3)  2° GoA Ser—Asn Tsp 5091

2% 247 (exon 7) 5° CH»G Val—Leu Rsa l

3" 306 (exon 8) 5° T-»C Cys—Gly CviJ |

4" 316 (exon 8) 5° G-»C Trp—»Ser BstB 1

*Endonucleasa utilizada en la tipificacion genética
n: Sanghera et al. (1997)
N:Steinkasserer et al. (1993)

Existe fuerte evidencia de que la mutacion en la posicion 88 es especifica para el
alelo APOH*17. Esta mutacién que sustituye el aminoacido serina por asparagina
estuvo presente en todos los portadores del alelo APOH*1 del estudio realizado por
Sanghera et al y por lo tanto distingue al alelo APOH*1 del alelo silvestre APOH*2. En
este mismo estudio se encontré que la mutacion en la posicion 316 (Triptéfano/serina)
establece la diferencia entre el alelo APOH*3%" y el APOH*2. Es oportuno sefialar que a

pesar de los resultados de esta investigacion, no se descarta que los alelos APOH"1 y

APOH*3% puedan tener otras mutaciones’,

5.10. Polimorfismo genético de la 3:-Glicoproteina |l y Sindrome anti-fosfolipido
El analisis de familias de pacientes con SaF ha evidenciado que e! factor
genético contribuye de alguna manera en la presentacion de la enfermedad. Un estudio
retrospectivo mostré que el 41% de los pacientes con SaFP, tenian uno o mas
familiares con evidencia de al menos una caracteristica clinica de SaF, como trombosis
o pérdida fetal recurrente. Para el caso de los pacientes con SaFS el resultado fue
35%3%', Los familiares afectados fueron de sexo femenino principaimente (madre, abuela

hermana), lo que concuerda con la tendencia de genero que se presenta en el SaF.




En 1998, Kamboh y Mehdi observaron que variaciones en el gen de la 3,GPI
podian afectar su union a FL anionicos (CL o fosfatidilserina). Las mutaciones
responsables del fenomeno se localizaron en las posiciones 306 (Cys—»Gly) y 316
(Trp—Ser), ambas en el quinto dominio. La B>GPI de los individuos homocigotos para
cada mutacion o heterocigotos para ambas mostré incapacidad para unirse con FL
anidnicos®. Los autores proponen que esto se debe a que la mutacion Ser316 afecta la
unién de tipo hidrofébica entre la B;GPI y las cadenas hidrocarbonadas del FL, ya que
involucra la insercidon de un aminoacido polar (serina) en la secuencia apolar 313-316
(Leu-Ala-Phe-Trp) que presumiblemente interviene en las interacciones no polares
entre las dos moléculas. Por otro lado, la mutacion en la posicion 306 parece afectar la
configuraciéon normal del quinto dominio debido a que ocasiona la substitucién del
aminoacido cisteina, el cual forma un puente disulfuro con su homdlogo de la posicion
281, que pertenece al sitio de union al FL (281-288). Ahora bien, debido a que la unién
de la B;GPl a FL anidnicos es un evento necesario para el reconocimiento de los aCL
presentes en pacientes con SaF, la variacion genética de la B,GP! descrita, que impide
la unién de los FL con la proteina, afectara negativamente la produccién de los aCL.
Este fenobmeno fue examinado en 222 pacientes con LEG, comprobandose que la
distribucion del polimorfismo 316 Trp/Ser fue significativamente diferente en aquellos
pacientes con aCL positivos de los pacientes aCL negativos, lo que sugiere una
probable proteccion contra la produccidon de aCL por parte del alelo mutante en la
posicion 316. A diferencia de lo anterior, l1a presencia de al,GPIl no se asocidé con

ninguin polimorfismo en estos pacientes®?,




Por otro lado, el polimorfismo en la posicion 247, que involucra a los
aminoacidos valina y leucina (Figura 3), se encuentra entre ei sitio de union al FL y la
region que expone el epitopo criptico. Este polimorfismo ha sido estudiado en pacientes

79.8485 v negra americana®,

con SaF de las poblaciones asiatica®, caucasica
destacando que a diferencia del polimorfismo estructural, el polimorfismo en la posicion

247 tiene una distribucidn heterogénea entre las distintas poblaciones (Tabla 6).

Valina (V) Leucina (L)
H 0 H 0
I | r[‘ I
|
CH CH,
HiC” CHs I
CH
Hy¢” CH,

Figura 3. Aminoacidos involucrados en el polimorfismo de la posicién 247 del gen de la 8; —
Glicoproteina I.

En 1999, un estudio multicéntrico en donde se analizé a los pacientes con SaFP
y SaFS como una poblacion homogénea, reporté que la presencia del alelo valina y el
genotipo vallval estaban asociados significativamente con la presencia de anticuerpos
aR,GP! en pacientes con SaF de origen asidtico (p=0.0018 y 0.0003,
respectivamente)‘”. En este mismo estudio, Hirose et al no encontraron asociacion
alguna en las poblaciones negra y caucasica. No obstante, Atsumi et al informaron ia
existencia de correlacion entre el alelo valina y pacientes caucasicos con SaFP y

presencia de anticuerpos aCL. En este ultimo estudio se analizaron también los

"~
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polimorfismos en las posiciones 88 y 316, ambos carecieron de cofrelaciéon con la

enfermedad o la presencia de aCL®%.

Tabla 6. Distribucion alélica y genotipica del polimorfismo de la B,GPI en la posiciéon 247 en
diferentes poblaciones.

o Genotipo ___ Alelos
Pobiacion vV VL LU v L Fuente T
-Caucasica 0.58 0.35 0.06 0.76 0.24 Steinkasserer et al
-Caucasica 0.43 0.49 0.08 0.68 0.32 Hirose et al
-Caucasica 0.71 029 Atsumi et al
-Africana americana 0.15 0.61 0.24 0.46 0.54 Hirose et al
-Asiatica 0.04 0.40 0.56 0.24 0.76 Hirose et al




6. Materiales y Métodos

Las muestras de suero y sangre total anticoagulada (con EDTA o heparina) se
obtuvieron de pacientes con diagndsticos de SaF o SaF/cofactor en sus variantes
primaria y asociada a LEG, que acuden a la consulta de Inmunologia y Reumatologia
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn. Las muestras
de los individuos utilizados como controles se obtuvieron del banco de sangre del
mismo Instituto. Todos los individuos evaluados pertenecen a la poblacién mestiza

mexicana.

6.1. Sujetos de estudio

Individuos sanos (106): Sujetos clinicamente sanos de ambos sexos entre 18 y
50 arnos de edad en cuyos sueros los examenes de laboratorio para sifilis, hepatitis B y
VIH resultaron negativos.

Pacientes con sindrome anti-fosfolipido primario (27). Individuos que retnen ios
criterios de clasificacion propuestos en 1989 por Alarcon-Segovia y Sanchez-
Guerrero'®, (ver apéndice Ii)

Pacientes con sindrome anti-fosfolipido secundario asociado a Ilupus
eritematoso generalizado (40). Individuos que reunen los criterios de clasificacion
propuestos por Alarcon-Segovia et al''. (ver apéndice 1)

Pacientes con sindrome anti-fosfolipido/cofactor primanio (12). Individuos que

reunen los criterios de clasificacion propuestos por Cabral et af®. (ver apéndice i1)




Pacientes con sindrome anti-fosfolipido/cofactor secundario asociado a lupus
eritematoso generalizado (7). Individuos que reunen los criterios de clasificacion

propuestos por Alarcon-Segovia et al’®. (ver apéndice 1)

6.2. Aistamiento del ADN gendmico

Diez mL de sangre con EDTA al 2% fueron tratados con 40 mL de amortiguador
de lisis (Sacarosa 0.32 M, Triton X-100 al 1%, MgCl;.6H,O 5mM, Tris HCI 12 mM pH
7.5) y se agitd suavemente. Posteriormente se centrifugdé a 1200 g durante 10 minutos
a Temperatura ambiente (TA). El sobrenadante se decantdé y el botén resultante se
resuspendi6 utilizando 20 mL de amortiguador de lisis. Nuevamente se centrifugd a
1200 g durante 10 minutos a TA. £l botén fue resuspendido en 160 uL de amortiguador
5X de Proteinasa K (NaCl 0.375 M, EDTA 0.12 M pH 8.0), 40 uL de Proteinasa K, 40
pnk de SDS 20% y 560 pL de agua destilada desionizada (H20u44). y se incubd 2 horas a
55°C. Posteriormente, se adicionaron 200 uL de NaCl 6 M , se agité vigorosamente 30
segundos y se centrifugd a 13000 g por 10 minutos. Se trasvaso el sobrenadante a un
tubo de 1.7 mL y se centrifugé dos veces mas a 13000 g 10 minutos. El ADN se

precipité con 900 uL de Etanol absoluto a TA.




6.3. Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semi-anidada

La amplificacion de! fragmento de ADN que presenta el polimorfismo en la
posicidn 247 se realizé mediante un ciclo de amplificacién con los oligonucledtidos 1F
(5'GTGTAGGTGTACTCATCTACTGTGT3') y 1R (5'CACCATGTAGCATTCCA TTC3) y
una re-amplificacion del producto con el oligonucleétido interno 2R
(5'CTCTCCTTGGTACAC CACAGTGGC3') y el complementario igual al que dio origen
al primer producto de la amplificacion®. El producto de la primera amplificaciéon fue una
secuencia de 193 pb, mientras que en la segunda amplificacién se obtuvo un fragmento
de 147 pb (ver Figura 4).

La PCR se realizd en un volumen de 100 ul que consistié de 2 uM de cada
iniciador (1F y 1R), 200 nM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl,, 10 ul de amortiguador de
reaccion 10X (amortiguador de Tris-HC! 100 mM pH 9.0, KCI 500 mM, Triton X-100 al
1%) y 5 mL de DMSO a! 5%. El volumen final se obtuvo adicionando agua tratada con
dietilpirocarbonato (HO DEPC). Después de la primera desnaturalizaciéon a 85 °C
durante un minuto, se adicionaron 2.5 unidades de Tag ADN polimerasa (Promega),
dejando la reaccion a esta temperatura por cuatro minutos mas. Los parametros de
amplificacion fueron 35 ciclos de la siguiente manera: desnaturalizacion a 94°C por 2
minutos, acoplamiento de los iniciadores a 52°C por 1 minuto y extensiéon a 72°C por un
minuto. El ultimo paso fue una incubacion de 10 minutos a 72°C para permitir que se
completaran todas las amplificaciones que quedaron inconclusas. Para la PCR de la re-
amplificacion se utilizaron las mismas concentraciones de reactivos pero con las
siguientes modificaciones: los iniciadores empleados fueron el 1F y el 2R. La re-

amplificacion consistié de 20 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalizacion




a 94°C por un minuto, acoplamiento de los iniciadores a 56°C por un minuto y extension
a 72°C por un minuto, con el ultimo paso de incubacion de 10 minutos a 72°C. Tanto la

amplificacion como la re-amplificacion se realizaron en un termociclador (Stratagene).

6.4. ldentificacion del polimorfismo en la posicion 247 por digestion con la enzima
de restriccion Rsa |

Veinte uyL del producto final de la reaccion de re-amplificacién fueron digeridos
con 30 unidades de la enzima de restriccidn Rsa | (Gibco BRL) por 2 horas a 37°C. El
volumen final de la reaccidén fue 50 ul., conteniendo ademas de lo anterior, 5 pL de
amortiguador 10X ( Tris-Hcl 50 mM pH 8.0, MgCl; 10 mM) y H,O destilada y
desionizada (H;Oqg4). Posteriormente, 15 uL de fragmentos de ADN digerido y no
digerido se corrieron en un gel de agarosa (Gibco BRL) al 1.25 % en amortiguador de
TBE (890 mM de Trisma, acido boérico 890 mM y EDTA 20 mM pH 8.0) que contenia

bromuro de etidio al 0.05%. El gel se observd en un transiluminador de luz ultravioleta.




Estrategia utilizada para determinar el genotipo correspondiente en la posicién
247 del gen de la B.GPI

Reaccidn en cadena de la polimerasa-Fragmentos de restriccion polimorfica
PCR-RFLP
(del ingles, polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism)

1) Amplificacién del fragmento a estudiar mediante PCR semi-anidada
2) Digestién del producto de 1a PCR semi-anidada con la endonucleasa Rsa /

ADN total

INTRON 6 EXON 7

Region de ADN a estudiar:

Intron 6 Exén 7
— |
805 817 855 901

Sitio polimorfico:
Citosina (leucina) / Guanina (valina)




SPpa————

1) PCR semi-anidada

Iniciadores:

Nombre Secuencia Ubicacion
1F 5'GTGTAGGTGIACTCATCTACTGTGT3' (dentro del intrén 6)
1R 5'CACCATGTAGCATTCCA TTC3' 882-901
2R S'CTCTCCTTGGTACAC CACAGTGGCS' 832-855

Los sitios de restriccion de la Rsa / localizados en los iniciadores 1F y 2R aparecen subrayados

*  Amplificacion

2) Digestion con la enzima de restriccion Rsal

T I

| 100 pb ] 26pb |

126 pb

Figura 4. Representacion esquematica de la estrategia utilizada en la determinacion genotipica.
La posicion 817 del fragmento de ADN estudiado aparece en rojo marcando la posicion
gendmica donde se presenta el polimorfismo y el posible sitio de restriccion. 1) Reaccion de
PCR. 2) Digestion enzimatica; se muestran con flechas los lugares de reconocimiento de la
enzima Rsa |. La presencia de Guanina (valina) en dicha posicion origina productos de 100 pb
porque la secuencia es reconocida por la Rsa I, mientras que con la presencia de Citosina
(leucina), al no haber reconocimiento, se obtienen fragmentos de 126 pb.

*Secuencia de reconocimiento de la Rsa {; GTAC




6.5. ELISA para la deteccion de anticuerpos aCL y aB,GPI.

La deteccion de la actividad anti-CL isotipos IgG e IgM y anti-B;GP-1 isotipos 1gG e
IgM se hizo mediante ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) con equipos comerciales (The

Binding Site. Birmingham, UK) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

6.6. ELISA para la deteccion de anticuerpos anti- cardiolipina "“verdaderos’.

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc inc, Danemark 97F 4-
39454) con 50 pL de CL (SIGMA Chemicals Co, St Louis MO.) a una concentracién de 50
mg/ml, disueltos en alcohol etilico (J. T. Baker). El etanol se evapord con nitrégeno gas
durante 30 minutos aproximadamente, cambiando de posicidn la placa para que el
nitrébgeno impactara directamente sobre los pozos. Una vez que se evapord el etanol, se
bloquearon los sitios inespecificos con 350 pL de una solucién al 1.5 % de albumina
sérica bovina (SIGMA) en PBS (NaCL 0.15M, Na;HPO4 0.01M, KH2PO, 0.01M pH 7.4)
por dos horas a TA. Posteriormente, se lavaron las placas tres veces por tres minutos
cada lavado, se secaron invirtiéndolas y golpeandolas contra una superficie absorbente y
se guardaron toda la noche a 4 °C. Las diluciones de los sueros (1:100) se hicieron en
ASB al 1.5 % y se congelaron toda la noche. A la mafana siguiente las diluciones de las
muestras se descongelaron a TA y las placas se pusieron a TA 15 minutos antes de
empezar el ensayo. Se aplicaron 200 yL. de cada muestra por duplicado en los pozos de
las placas sensibilizadas. La aplicacion de las muestras se hizo en el menor tiempo
posible ya que la incubacion empieza al aplicar la primera muestra. Las placas con las
muestras se incubaron por una hora a TA y posteriormente se lavaron tres veces como se

menciond anteriormente. El anticuerpo anti-humano conjugado con la enzima fosfatasa




alcalina especifico contra IgG o IgM (anticuerpo anti-cadenas y o y humanas de SIGMA)

se diluyd 1:10 000 en ASB 1.5%. Las placas con el conjugado se incubaron por una hora
a TA, en la obscuridad. Transcurrida la incubacién se hicieron tres lavados como se
menciond y se agregaron 200 ui por pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato,
SIGMA) a una de concentracion de 1mg/m! disuelto en solucion amortiguadora de
dietanolamina (J. T. Baker) al 10% y 0.0005 M de MgCl; (J.T. baker) pH 9.8. Las placas
con el sustrato se incubaron a 37°C una hora en la obscuridad y posteriormente se midid

la absorbancia a 405 nm en un lector de microELISA (Labsystems Multiskan MS type

352, Labsystem, Dynmark).

6.7. Analisis estadistico

La comparacion de los resultados de las frecuencias alélicas y genotipicas entre
los diferentes grupos estudiados se realizé con el estadistico de prueba Ji cuadrada (x")
(ver apéndice |). Para los casos donde las frecuencias esperadas obtenidas con el
calculo del estadistico x°> que tenian un valor inferior a 5 excedian el 20%, se utilizo
como estadistico la prueba exacta de Fisher empleando el programa informatico SPSS
version 10.0 (ver apéndice ). En las dos pruebas mencionadas los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos, y en estos casos se calculd el Riesgo

relativo aproximado (RRa) (ver apéndice |).




7. Resultados

7.1. Analisis descriptivo de las frecuencias alélica y genotipica del

polimorfismo?*’ del gen de la [3.GP!

Se determind el genotipo correspondiente a la posicion 247 del gen de la f2GPI
en los 106 sujetos sanos y en los 86 pacientes con SaF en cualquiera de sus variantes.
De estos 86 pacientes con SaF, 27 estaban clasificados como SaFP, 12 como SaF/C
Primario (SaF/CP), 40 como SaFS y 7 como SaF/C Secundario (SaF/CS). La figura §

muestra el patrén electroforético obtenido con cada genotipo en un gel de agarosa.

PM R LL VL vv

147-.
124..
110--

Figura 5. Fotografia del gel de agarosa 1.25%, en donde se

muestra el patron electroforético de los tres posibles genotipos del

polimorfismo de la posicion 247 del gen de la [3,GPI (LL, VL y W).

R: producto de la re-amplificacion sin digerir.

PM: marcador de pesos moleculares (pb).
De acuerdo con la estrategia empleada, los fragmentos de ADN de individuos
homocigotos que presentaban el codon correspondiente al aminoacido Leucina (LL)
migraron en el gel formando una sola banda de aproximadamente 126 pb. Los

fragmentos de ADN de individuos homocigotos para el alelo que codifica para el
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aminoacido Valina (VV) en el codon correspondiente, migraron formando una unica
banda de 100 pb, mientras que los fragmentos de ADN de individuos heterocigotos (VL)
migraron formando dos bandas en el gel, una de 126 y otra de 100 pb. Los fragmentos
de ADN sin digerir producto de la PCR semi-anidada migraron formando una banda de
147 pb.

Una vez determinados los genotipos, se calcularon las frecuencias genotipicas y

alélicas. En el caso de la frecuencia alélica se considerd que cada individuo tiene dos

alelos por locus.

7.1.1. Sujetos sanos

Las frecuencias genotipicas y alélicas de la poblacidon de sujetos sanos se

analizaron por genero, los resultados se muestran en las Tablas 7 y 8.

Tabla 7. Frecuencias genotipicas y Tabla 8. Frecuencias genotipicas y
alélicas en mujeres sanas (n=77) alélicas en hombres sanos (n=29)
Genotipo Casos _Frecuencia Genotipo Casos Frecuencia
vV 10 0.13 vV 4 0.14
VL 39 0.51 VL 16 0.55
LL 28 0.36 LL 9 0.31
Alelo Alelo
\Y 59 0.38 v 24 0.41
L 95 0.62 L 34 0.59

La edad promedio de los sujetos fue La edad promedio de los sujetos fue
31+ 8 afios. 28+ 7 afos.

Debido a que no se encontré diferencia significativa («¢=0.876 y 0.683 en genotipo y
alelo, respectivamente) entre el grupo de individuos sanos de sexo femenino y su
homodlogo de sexo masculino, la poblacién sana se considero como una sola. Los

resultados se presentan a continuacion:




Figura 6
Distribucion de frecuencias del genotipo
en sujeto sanos

Tabla 9. Frecuencias genotipicas
y alélicas en sujetos sanos (n=106)

_Genotipo__Casos __Frecuencia g';
YAV 14 0.13 0'5
VL 55 0.52 0‘4
LL 37 0.35 Frec. 0‘3
Alelo '
Y, 83 0.39 0.2
L 129 0.61 °-; . - .
vV VL LL

Genotipo

Con las frecuencias alélicas se calcularon las frecuencias teéricas esperadas de
acuerdo con el Equilibrio Hardy-Weinbergw. Los resultados de este calcuio para los
genotipos VV, VL y LL fueron 0.15, 0.48 y 0.37, respectivamente.

La distribucién de frecuencias del genotipo muestra que el estado homocigoto mas
frecuente en |la poblacion mestiza mexicana sana estudiada fue LL (0.35).
Consecuentemente con lo anterior el alelo L se presenta con mayor frecuencia en dicha
poblacién (0.61). Con base en estos hallazgos se dedujo que el alelo silvestre para la

posicion 247 del gen de la g2GPI en dicha poblacién codifica para Leucina.

7.1.2. Pacientes con SaF

La distribucion de frecuencias del genotipo de la poblacion total de pacientes

estudiados fue l|a siguiente:
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Figura 7
Distribucion de frecuencias del genotipo
de pacientes con SaF

Tabla 10. Frecuencias genotipicas
y alélicas en pacientes con SafF (n=86)

.Genotipo__Casos _Frecuencia_ 2‘;

14 0.16 0s
VL 42 0.48 0.4
LL 30 0.35 Frec. .°
Alelo ’
v 70 0.41 02
L 102 0.59 °»;

vv VL LL
Genotpo

La grafica presenta un patron de distribucion similar al obtenido con los resultados de
los sujetos sanos, es decir, la mayor parte de los individuos son heterocigotos (0.49),
una menor cantidad es homocigota para el alelo leucina (0.35), y por ultimo los
individuos homocigotos para el alelo valina son los que se presentan con menor

frecuencia (0.16).

7.1.3. Pacientes con SaFP

Las distribuciones de frecuencias genotipica y alélica de estos, se muestran en la

Tabla 11y Figura 8.

Figura 8

Tabla 11. Frecuencias genotipicas Distribucién :zm:::l:;:::,ﬂmoﬁpo de
y alélicas en pacientes con SaFP (n=27) 07 P

06
_Genotipo _Casos _ Frecuencia_ 05
wW 5 0.18 04
VL 15 0.56 Frec. .4
LL 7 0.26 0'2
Atelo o -
\/ 25 0.46 '0
L 29 9.24 vv VL LL

Genotipo




Nuevamente, el analisis descriptivo de los resultados muestra que el patron de
distribucién que se observa en la grafica, es similar al obtenido con los resultados de los
sujetos sanos, aunque debe advertirse un ligero incremento en la frecuencia del

genotipo VV y una disminucion en la frecuencia del genotipo LL.

7.1.4. Pacientes con SaF/C Primario (SaF/CP)

Los resuitados obtenidos con los pacientes con SaF/CP se muestran en la Tabla

12.
N . Figura 9
Ta?é?. 12. Frecue_ncuas genoélpg:/aésp Distribucion de frecuencias del genotipo de
(y a 1;):35 en pacientes con Sa ) pacientes con SaFICP
0= 07"
Genotipo__Casos  Frecuencia 06
\A% 4 0.33 05
VL 5 0.42 04-
LL 3 0.25 Frec. 5.
Alelo i
v 13 0.54 oz
L 11 0.46 '0 A -
vV vL LL
Genotipo

Como puede observarse, el patron de distribucion de los genotipos en los pacientes con
SaF/CP es diferente al de los sujetos sanos, aunque en estos pacientes el genotipo
heterocigoto sigue siendo el mas frecuente, el nimero de individuos con genotipo VV

(0.33) es superior al de los que tienen el genotipo LL (0.25).

7.1.5. Pacientes con SaFS

En el caso de los pacientes con SafFS la distribucion de los genotipos se muestra en

la Tabla 13 y Figura 10.
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Figura 10
Distribucion de frecuencias del genotipo de
pacientes con SaFS

Tabla 13. Frecuencias genotipicas
y alélicas en pacientes con SaFS

(n=40) 07

06

_Genotipo.__ Casos _ Frecuencia_ 0s
5 0.13 04

VL 17 0.43 Frec. 03
LL 18 0.45 o2

Alelo '
\Y 27 0.34 0-;
L 53 0.66 vV VL LL
Genolipo

El analisis descriptivo muestra que el patrén de distribucion de las frecuencias
genotipicas en pacientes con SaFS es diferente al de los sujetos sanos y al de
pacientes con SaF/CP. En el SaFS los individuos con el genotipo LL son los mas

frecuentes (0.45).

7.1.6. Pacientes con SaF/C Secundario (SaF/CS)
Las frecuencias genotipicas y alélicas de los pacientes con SaF/CS se muestran en

la Tabla 14. El patron de distribucidn de frecuencias genotipicas se muestra en la

Figura 11.
Figura 11
Tabla 14. Frecuencias genotipicas Distribucién de frecuencias dei genotipo de
y alélicas en pacientes con SaF/CS . pacientes con SaF/CS
(n=7) 0.7
06
Genotipo__ Casos___Frecuencia 0.5
w V] 0.00 Frec 04
VL 5 0.71 " 03
LL 2 0.29 0.2
Alelo 0.1
v 5 0.36 Q.  — i
L 9 0.64 vV viL L
Genotipo
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En comparacion con los sujetos sanos, el patron de distribucion de frecuencias de los
genotipos en pacientes con SaF/CS no muestra diferencia, sin embargo debe advertirse

que el numero de estos pacientes es muy reducido.

7.2. Analisis del polimorfismo del gen de la 3;GPl en la posicion 247 en los
pacientes con SaF.

La tabla 15 muestra el analisis de los resultados obtenidos en cada variante del SaF.
De acuerdo con el analisis estadistico no existe diferencia en la distribucion genotipica
entre los grupos estudiados (x=0.420 y 0.358 para genotipo y alelo, respectivamente),
es decir, el genotipo y la poblacion son variables independientes. Sin embargo, existe
una sobreestimacion de la prueba 2 debido a que el 40% de las frecuencias esperadas
presentaron un valor inferior a 5. Debido a lo anterior, se realizé la comparacion de los
resultados obtenidos en cada variante versus los sujetos sanos. Dichas comparaciones
confirmaron gque en ninguna variante del SaF las frecuencias observadas son
significativamente diferentes a las observadas en los sujetos sanos. Sin embargo,
mientras que el analisis de los resultados de pacientes con SaFP (a=0.605 y 0.340 para
genotipo y alelo, respectivamente), SaFS («=0.518 y 0.396 para genotipo y alelo,
respectivamente) y SaF/CS (p=0.594 y 1.000 para la comparacioén de VV versus VL+LL
y LL versus VL+VV, respectivamente) mostraron un comportamiento similar, la variante
SaF/CP presenté una tendencia de asociacion con el genotipo VV (p=0.086 y 0.749

para la comparacion de VV versus VL+LL y LL versus VL+VV, respectivamente)
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Tabla 15. Comparacion de la distribucion de frecuencias de cada grupo de pacientes con el
grupo de sujetos sanos.

Frecuencia .
Sanos (106)  SaFP (27) SaF/CP (12) SaFS (40) SaF/CS(7)
Genotipo
vV 0.13 0.18 0.33 013 0.00
VL 0.52 0.56 0.42 0.43 0.71
LL 0.35 0.26 0.25 045 0.29
a=0.420
Alelo
v 0.39 0.46 0.54 0.34 0.36
L 0.61 0.54 0.46 0.66 0.64
«=0.358

40.0% de las fe. en la prueba x° del genotipo tuvieron un valor menor a 5. Para la
comparacion alélica el porcentaje fue 0.0%.

7.3. Anailisis del polimorfismo del gen de la {}3:2GPl en la posicion 247 y la
produccion de autoanticuerpos en el SaF.

Aunque se determindé el genotipo correspondiente en 86 pacientes con SaF,
solamente fue posible evaluar la presencia de autoanticuerpos en 65 de los mismos ya
que Unicamente se consiguid las muestras séricas de estos ultimos pacientes. No
obstante, el nimero de pacientes evaluados serologicamente en los cuatro grupos de
pacientes es representativo de la poblacion correspondiente a cada grupo. A este
respecto, el numero de pacientes con SaFP a los que se determind ia presencia de
anticuerpos fue 21, si consideramos que el total de pacientes con SaFP es 27, entonces
se analizd al 78%. En el caso del SaF S, el porcentaje de pacientes evaluados fue 63%
(25/40). En los grupos de pacientes con SaF/CP y SaF/C se evalud al 100% de la

poblacion (12/12 y 7/7, respectivamente).

D]
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7.3.1. Anticuerpos anti-cardiolipina “verdaderos"”

Definidos como anticuerpos anti-cardiolipina “verdaderos” aquellos anticuerpos que
reconocen CL en ausencia de B,GPl, los resultados de la deteccién de dichos
anticuerpos se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Pacientes con SaF y verdaderos anticuerpos aCL

Enfermedad n 9G (%) igM(%)
SaFP 21 100% 100%
SaF/CP 12 83% 83%
SaFs 25 100% 100%
SaF/CS 7 86% 100%

Valores normales = IgG: 0.11 DO, igM: 0.07 DO.

7.3.2. Anticuerpos anti-cardiolipina dependientes de }:GPI (aCL.)
En cada variante del SaF los resultados de la deteccion de aCL por isotipo fueron
agrupados en cinco categorias: 1) pacientes con aCL IgG(+), 2) pacientes aCl. 1gG(-),

3) pacientes con aCL IgM(+), 4) pacientes aCL IgM(-), y 5) pacientes con aCL IgG(+),
IgM(+).

7.3.2.1. SaFP

Como se muestra en la Tabla 17, no se encontraron diferencias significativas
entre las diversas categorias del grupo de pacientes con SaFP. Sin embargo, la
frecuencia de pacientes con aCL IgG(+) e igM(+) y genotipo VV se observo ligeramente

incrementada comparada con la frecuencia observada en sujetos sanos (0.30 versus

0.13, p=0.163).
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Tabla 17. Frecuencias genotipicas y alélicas en sujetos sanos y en pacientes con SaFP
con o sin aCL séricos

... Frecuencia = e
Sanos (106) Pacientes con SaFP (21)
19G l _lgm | lgG e igm

Genotipo (+) (15) (-) (6) (+) (16) (-) (5) (10)
wW 0.13 0.27 0.17 0.25 0.20 0 30°
vL 0.52 0.53 0.50 0.44 0.80 040
LL 0.35 0.20 0.33 0.31 0.00 0 30¢

«=0.709
Alelo
\) 0.39 0.53 0.42 0.47 0.60 0.50
L 0.61 0.47 0.58 0.53 0.40 050

a=0.441

En la prueba x* las f.e.<5 fueron el 61% en el caso de genotipos y el 8.3% en alelos

€ p=0.163 para la comparacién de VV versus VL+LL en pacientes con aCL IgG e IgM versus
sujetos sanos.

9 p=1.000 para la comparacién de LL versus VL+VV en pacientes con aCL IgG e IgM versus
sujetos sanos.

Los resultados de todas las demas comparaciones con la prueba exacta de Fisher tuvieron
valores p >0.236

7.3.2.2. SaFs

Tabla 18. Frecuencias genotipicas y alélicas en sujetos sanos y en pacientes con SaFS
con o sin aCL séricos

Frecuencia
Sanos (106) Pacientes con SaFS (25)
IgG | igM | 1gG e IgM

Genotipo (+) (18) ) (7) (+)(14) ) (11 (10)
w 0.13 0.11 0.00 0.07 0.09 0.10
VL 0.52 0.44 0.57 0.50 0.45 0.50
LL 0.35 0.44 0.43 0.43 0.45 0.40°

a=0.992
Alelo
\" 0.39 0.33 0.29 0.32 0.32 0.35
L 0.61 0.66 0.71 0.68 0.68 0.65

a=0,.899

En la prueba x* las f.e.<5 fueron el 50% en el caso de genotipos y 0.0% en alelos.

¢ p=0.741 para la comparacién de LL versus VL+VV en pacientes con aCL IgG e IgM versus
sujetos sanos.

p=1.000 en las comparaciones de presencia versus ausencia de aCL I1gG en pacientes con
SaFS (VV versus VL+LL y LL versus VL+WV).

p=1.000 en las comparaciones de presencia versus ausencia de aCL IgM en pacientes con
SaFS (VV versus VL+LL y LL versus VL+VV),
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Como se puede ver en la Tabla 18, no se observd correlacion de algan genotipo en
particular y la presencia de aCL de isotipo I1gG o IgM en los 25 pacientes con SaFS

evaluados serologicamente.

7.3.2.3. SaFI/C primario y SaF/C Secundario

No se detectaron aCL dependientes de [12GPI séricos.

7.3.3. Anticuerpos anti-1:GPI (a}.GPI)
El analisis de correlacion con la presencia de af3;GPl en cada variante del SaF se

muestra en los siguientes apartados.

7.3.3.1. SaFP
21 pacientes con SaFP fueron evaluados para detectar af3;GPI de isotipo I1gG.

Tabla 19. Distribucidn de frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con SaFP y
presencia de autoanticuerpos af};GP!.

Frecuencias
Pacientes con SaFP (21)

Sanos ap,GPI (+) (15) a3, GPI (-) (6)

Genotipo

vV 0.13" 0.33' 0.00

VL 0.52" 0.40 0.83

LL 0.35" 0.27° 0.17
a=0.145

Alelo

\Y; 0.39' 0.53 0.42

L 0.61' 0.47 0.58
a=0.335

En la prueba y° las f.e.<5 fueron: 55.5% en genotipos y 16.6% en alelos.

! p=0.262 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes con ap,GPI
1gG versus pacientes sin ap,GPI.

% p=1.000 para la comparacion de LL versus VL+VV en pacientes con ap,GPI
1gG versus pacientes sin ap,GPI.

" «=0.134 para la comparacion del genotipo de pacientes con a3,GPI y sujetos
sanos (f.e.<5=16.6%)

' «=0.139 para la comparacion alélica de pacientes con af3,GPI y sujetos sanos
(f.e.<5=0.0%)




No se encontraron diferencias significativas en la distribuciones de frecuencias
genotipicas y alélicas de los sujetos sanos y de los pacientes con SaFP con

ap.GPI.

7.3.3.2. SaFICP

El analisis de los 12 pacientes con SaF/CP se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20. Distribucién de frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con SaF/CP y

presencia de autoanticuerpos af}.GP!

Frecuencias L
Pacientes con SaF/CP (12)

Sanos an;GPI (+) (9) alGPI (-) (3)

Genotipo

ww 0.13 '0.44™ 0.00°

VL 0.52 '0.44 0.33

LL 0.35 *0.11" 0.67
a=0.078

Alelo

A\ 0.39 '0.67° 0.17¢9

L 0.61 0.33 0.83
a=0.035

En la prueba x’ las f.e.<5 fueron: 66.6% en genotipos y 33.3% en alelos.

) p=0.033 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes con ap,GPI
1gG versus sujetos sanos.

* p=0.268 para la comparacion de LL versus VL+VV en pacientes con ap3,GPl
1gG versus sujetos sanos.

' p=0.022 para la comparacién de V versus L en pacientes con af},GPI IgG
versus sujetos sanos.

™ p=0.491 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes con af},GP|
1gG versus pacientes sin aB,GPI.

" p=0.127 para la comparacién de LL versus VL+VV en pacientes con af},GPI
1gG versus pacientes sin ap,GPI.

° p=0.061 para la comparacién de V versus L en pacientes con af,GP! IgG
versus pacientes sin aB,GPI.

P p=1.000 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes sin a.GP!
1gG versus sujetos sanos.

9 p=0.410 para la comparacion de V versus L en pacientes sin af,GP! 1gG
versus sujetos sanos.

' p=0.739 para la comparaciéon de VL versus VV+LL de pacientes con a,GPI
versus sujetos sanos
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De acuerdo con los resultados obtenidos con la prueba x2. no existe diferencia
significativa en la distribucion del genotipo entre las poblaciones de individuos sanos y
de sujetos con o sin anticuerpos af};GP! (x=0.078). La distribucion alélica si mostro
diferencia entre las poblaciones arriba mencionadas (x=0.035). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que los dos resultados de la prueba %% estan sobreestimados debido
a que el porcentaje de frecuencias esperadas calculadas para la obtencion del
estadistico de prueba superan el 20%, por lo que se analizaron los datos con la prueba
exacta de Fisher. Esta prueba mostré que existe diferencia significativa entre los
resultados obtenidos con sujetos sanos versus pacientes con SaF/CP que tienen
ap2GPI IgG(+). Esta diferencia estuvo asociada a la presencia del genotipo VV y al alelo
V, es decir, el grupo de pacientes con SaF/CP con a};GPI expresa el alelo V con mayor
frecuencia que el grupo de sujetos control (0.67 versus 0.39; p=0.022) y tiene una
frecuencia significativamente mayor del genotipo homocigoto para dicho alelo (0.44
versus 0.13; p=0.033). Los pacientes con SaF/CP sin anticuerpos af};GPlI no
presentaron diferencia significativa en la distribucion de frecuencias alélica y genotipica
cuando se compararon con los controles sanos (p=1.000 y p=0.410, respectivamente).
Tampoco se encontrd diferencia significativa en la frecuencia del genotipo VL cuando
se comparo e! grupo de los sujetos sanos con el grupo de pacientes con SaF/CP y
ap2GPI (p=0.739).

Es importante mencionar que los tres pacientes con SaF/CP que fueron af},GPI IgG(-)

tuvieron af};GP! IgM(+).
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.. 7.3.3.3. SaFs

£l analisis de los 25 pacientes con SaFS se muestra en la Tabla 21. No se
observé diferencia significativa en la distribucion de frecuencias del genotipo o alelo
entre sujetos sanos y pacientes con o sin presencia de aj};GP! de isotipo IgG.

Tabla 21. Distribucion de frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con SaFS en
relacién con autoanticuerpos af,L,GPI.

Frecuencias
Pacientes con SaFS

Sanos alGPl (+) (10) aLGPLt (-) (15)

Genotipo

w 0.13 0.10* 0.07

VL 0.52 0.50 0.47

LL 0.35 0.40' 0.47
a=0.893

Alelo

A\ 0.39 0.35 0.30

L 0.61 0.65 0.70
a=0.604

En la prueba y° las f.e.<5 fueron: 33.3% en genotipos y 0.0% en alelos.
* p=1.000 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes con af};GPI

1gG versus pacientes sin ap,GPI.
! p=1.000 para la comparacidon de LL versus VL+VV en pacientes con a[},GPI

IgG versus pacientes sin af};GPI.

7.3.3.4. SaF/CS

No se observé diferencia significativa en la distribucién de las frecuencias alélicas
entre los pacientes con SaF/CS con af3,GP! positivos y los pacientes sin dichos
anticuerpos. Tampoco se encontré diferencia al comparar las frecuencias de los alelos

de pacientes con SaF/CS con aB2GPI y los sujetos sanos.




Tabla 22. Distribucidon de frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con SaF/CS en
relacidén con autoanticuerpos af},GPl.

Frecuencias

Pacientes con SaFICS (7)

Sanos a,GPi (+) (4) a,GPI (<) (3)
Genotipo
0.13 0.00 0.00

VL 0.52 0.75 0.67

LL 0.35 0.25 0.33
«a=0.821

Alelo

A\ 0.39 v0.38" 0.33

L 0.61 0.62 0.66
a=0,956

66.6% de las f.e. en la prueba x* del genotipo y alelo tuvieron un valor menor a 5.
En la comparacién genotipica de las dos categorias del grupo de pacientes con
SaF/CS mediante la prueba exacta de Fisher no fue posible calcular el valor de p
debido a que los casos de al menos una variable de la tabla 2X2 fueron

constantes.

Y p=1.000 para la comparacién de V versus L en pacientes con ap;GPI IgG
versus pacientes sin a[};GPt.

¥ p=1.000 para la comparacién de V versus L en pacientes con ap.GPl IgG
versus sujetos sanos.

7.3.3.5. Variantes primarias

Debido a la correlacién encontrada con el alelo V y su estado homocigoto (VV) y
la produccion de anticuerpos ap.GPIl en pacientes con SaF/CP (Tabla 20), y el valor
cercano a la significatividad en lo referente a dicho andlisis en los pacientes con SaFP
(x=0.134, Tabla 19), se investigd si la correlacién mencionada se mantenia al analizar
juntos a los pacientes con SaFP y SaF/CP con anticuerpos ap.GPlI, es decir, todos los
pacientes con SaF que presentan el padecimiento como una entidad primaria y cuyos
sueros tienen titulos altos de ap,GPIl. El analisis de los resultados revelo que las

distribuciones de frecuencias de los sujetos sanos y los pacientes con y sin ap.GPl son
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significativamente diferentes («=0.031 y a=0.038 para genotipo y alelo,
respectivamente). El resultado de la prueba exacta de Fisher para variables agrupadas
confirmé la asociacion del genotipo homocigoto para valina con la produccion de
ap,GPI, (p=0.014 y 0.039 en la comparacion con sujetos sanos y pacientes sin aj},GPl,
respectivamente), y mostro la ausencia de diferencia significativa en lo referente al
genotipo VL (p=0.498). De acuerdo con lo anterior, el genotipo VV del polimorfismo de
la posicion 247 del gen de la §;GPI podria influir de manera similar en la producciéon de
los autoanticuerpos ap3;GPI en las dos variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP).
Debe destacarse que el 100% de los pacientes portadores del genotipo VV presentd

titulos altos de af3.GPI.

Tabla 23. Comparacion de las frecuencias de alelos y genotipos de sujetos
sanos y de pacientes con SaFP y SaF/CP con af};GP!

Frecuencias -
Pacientes con SaFP y SaF/CP

Sanos ap,GPI (+) (24) aGPI (-) (9)

Genotipo

w 0.13 (14) *0.37 (9)* 0.00 (0)

VL 0.52 (55) *0.42 (10) 0.66 (6)

LL 0.35(37) Y0.21 (5) 0.33(3)
a=0.031

Alelo

Vv 0.39 (83) 0.58 (28) 0.33 (6)

L 0.61 (129) 0.47 (20) 0.66 (12)
a=0.038

En la prueba x~ las f.e.<5 fueron: 16.6% en genotipos y 0.0% en alelos.

¥ p=0.014 para la comparacion de VV versus VL+LL en pacientes con ap;GPI
IgG versus sujetos sanos.

* p=0.231 para la comparacidn de LL versus VL+VV en pacientes con a},GPi
1gG versus sujetos sanos.

¥ p=0.498 para la comparacion de VL versus VV+LL de pacientes con af},GPI|
IgG versus sujetos sanos

& p=0.039 para la comparacién de VV versus VL+LL en pacientes con ap,GPI
19G versus pacientes sin a3, GPI.
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7.4. Analisis de la asociacion del alelo V en la posicion 247 del gen de la §3:GPI
con la produccion de anticuerpos anti-},GPI| de isotipo i1gG.
7.4.1. Pacientes con SaF/CP y a(3.GPI
Para establecer la fuerza de la asociacién del alelo V y su estado homocigoto (VV)
con la presencia en suero de anticuerpos aj};GPI en pacientes con SaF/CP, se calculd
el riesgo relativo aproximado (RRa) (ver apéndice |), los resultados se muestran en la

Tabla 24.

Tabla 24. Riesgo relativo aproximado asociado a la presencia de valina en la posicidon
247 de la B, GP!l en pacientes con SaF/CP versus sujetos sanos

Comparacion Riesgo relativo
o aproximado (IC 95%)
Expresion del alelo V en pacientes con SaF/CP y af},GP! versus 3.11 (1.12-8.60)

sujetos sanos

Genotipo VV versus genotipos VL+LL en pacientes con SaF/CP y 5.26 (1.26-21.97)
aB,GPI versus sujetos sanos

Los resultados muestran que el alelo V esta asociado con 1a presencia de anticuerpos
af}2GPIl en pacientes con SaF/CP. Asi, los pacientes con SaF/CP que presentan el alelo
V, tienen un riesgo relativo 3.11 veces mayor de tener ap;GPl que aquellos pacientes
que poseen el alelo L. Aun mas, en los pacientes homocigotos para el alelo valina (VV)
el riesgo de presentar ap,GPI esta incrementado 5.26 veces en comparaciéon con los

pacientes que poseen cualquiera de los otros dos genotipos posibles.
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7.4.2. Pacientes con variantes primarias del SaF y a};GPI
El grado de asociacion del genotipo VV y del aielo V con la produccion de af};GP!
en pacientes con alguna de las dos variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) se

determind con el RRa, los resultados se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Riesgo relativo aproximado asociado a la presencia de valina en la posicion 247
de la 3,.GPI en pacientes con SaFP y SaF/CP positivos para af},GPI| versus sujetos sanos

Comparacion Riesgo relativo
... Aproximado (IC 85%)
Expresion de! alelo V en pacientes con SaFP y SaF/CP a[3;GPI(+) 2.17 (1.15-4.11)

versus sujetos sanos

Genotipo VWV versus genotipos VL+LL en pacientes con SaFP y 3.94 (1.45-10.71)
SaF/CP ap,GPI(+) versus sujetos sanos

Como se menciond anteriormente, al analizar los resultados de todos los pacientes con
alguna variante primaria del SaF que presentan ap3.GPl se encontré correlacion con el
alelo V y el genotipo VV (con riesgos relativos aproximados de 2.17 y 3.94,
respectivamente); sin embargo, dicha asociacion no es tan fuerte como en el caso del

grupo de pacientes con SaF/CP (Tabla 24).

7.5. Polimorfismo vallleu*¥ del gen de la §,GPl y manifestaciones clinicas del SaF.

Se investigo la asociacidon del genotipo con las principales manifestaciones clinicas
del SaF en 18 pacientes que pertenecian a alguna variante primaria del SaF (15 SaFP y
3 SaF/CP) previamente evaluados clinicamente por el personal médico del
Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ. Las manifestaciones
clinicas estudiadas fueron las siguientes: oclusion arterial (presente en 11 de los 18

pacientes), trombosis venosa (8/18), trombocitopenia (8/18), livedo reticularis (8/18),
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pérdida feta! recurrente (4/18) y anemia hemolitica (0/18). De acuerdo con el analisis
estadistico, existe diferencia significativa entre los pacientes con alguna variante
primaria del SaF que presentan oclusién arterial (OA) y los controles sanos o los
pacientes sin evidencia de OA («=0.006 y 0.028 en genotipo y alelo, respectivamente).
No se encontré asociacidn con ningun alelo en las otras manifestaciones clinicas
estudiadas (p>0.390).

Tabla 26. Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas de sujetos
sanos y de pacientes con alguna variante primaria del SaF y evidencia de OA.

Frecuencia e
Sanos (106) SaFP y SaF/ICP con  SaFP y SaF/CPsin
OA (11) OA (7)

Genotipo

w 0.13 (14) ‘0.54 (6)" 0.00 (0)*

VL 0.52 (55) %0.27 (3) 0.71(5)

LL 0.35 (37) ®0.18 (2) 0.29 (2)
«=0.006

Alelo

\" 0.39 (83) 0.68 (15) 0.36 (5)

L 0.61 (129) 0.32 (7) 0.64 (9)
«=0.028

En la prueba x° las f.e.<5 fueron: 33.3% en genotipos y 0.0% en alelos.

¢ p=0.003 para la comparacién de VV versus VL+LL en pacientes con OA
versus sujetos sanos.

* p=0.038 para la comparaciéon de VV versus VL+LL en pacientes con OA
versus pacientes sin QA.

@ p=0.332 para la comparacién de LL versus VL+VV en pacientes con OA
versus sujetos sanos.

* p=0.594 para la comparaciéon de VV versus VL+LL en pacientes sin OA
versus sujetos sanos

* p=0.204 para la comparaciéon de VL versus VV+LL de pacientes con OA
versus sujetos sanos

La presencia de OA en pacientes con SaFP y SaF/CP se asocio con el genotipo VV
(p=0.003 y 0.038 en la comparacién con sujetos sanos y pacientes sin OA,
respectivamente), mas aun, el 100% de los pacientes con este genotipo que fueron

evaluados clinicamente presentaron {a manifestacion clinica mencionada anteriormente

S0




y tuvieron af};GP! positivos (dato no mostrado). Los resultados del analisis estadistico
muestran que en pacientes con SaFP y Saf/CP existe dependencia entre la oclusién
arterial y el genotipo. Una vez establecido lo anterior, se calculdé la fuerza de la
asociacion encontrada (Tabla 27). Es importante remarcar que no se encontro
diferencia significativa en los resultados de pacientes sin OA y los sujetos sanos
(p=0.594, para la comparacion de VV versus VL+LL), ni tampoco en la frecuencia del

genotipo VL en los sujetos sanos y en los pacientes con OA (p=0.204).

Tabla 27. Riesgo relativo aproximado asociado a la presencia de valina en la posicion 247 de la
B.GPI en pacientes con alguna variante primaria de! SaF y evidencia de OA versus sujetos sanos

Riesgo relativo
_aproximado (IC 95%)

Comparacion

Expresion del alelo V en pacientes con alguna variante primaria 3.33(1.31- 8.44)
del SaF y oclusién arterial versus sujetos sanos

Genotipo VV versus genotipos VL+LL en pacientes con alguna 7.89 (2.15- 28.96)
variante primaria del SaF y oclusion arterial versus sujetos sanos

La correlacion entre la oclusion arterial y e! genotipo VV fue significativa y el RRa
correspondiente fue de 7.89, el mas alto de todo el estudio.
La evaluacién clinica también se efectud en 17 pacientes con SaFS, sin embargo no se

encontrdé ninguna asociacion con el polimorfismo estudiado.
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8. Discusion

En este estudio, se analiz6 el polimorfismo genético de la 3;GPI| correspondiente
a la posicién 247. Dicho polimorfismo, presente en sujetos sanos y en pacientes con
SaF, es producto de la presencia de valina o leucina en la posicion mencionada. El
analisis del polimorfismo vallleu?*’ permitid calcular las distribuciones de frecuencias
genotipica y alélica en una muestra de la poblacién mestiza mexicana. Las frecuencias
encontradas en los genotipos correspondientes fueron VV (0.13), VL (0.52) y LL (0.35),
mientras que los alelos mostraron la siguiente distribuciéon: V (0.39) y L (0.61). Las
frecuencias observadas en los genotipos se ajustan a las frecuencias esperadas del
Equilibrio de Hardy-Weinberg® (Vv=0.15, VL=0.48 y LL=0.37). Ademas, con las
frecuencias observadas se determin6é que el alelo que codifica para el aminoacido
leucina es el alelo silvestre. Otro dato interesante es que el patron de distribucion de las
frecuencias de los genotipos encontrado en la muestra estudiada es similar al reportado
para la poblacién Africoamericana (VV 0.24, VL 0.47, LL 0.29)%. Este no es el caso
para las poblaciones Asiaticas y Caucasicas estudiadas®® (Tabla 6). Tanto el tamario
de la muestra estudiada (106), como estas observaciones, dan consistencia a los
resultados obtenidos. Sin embargo, es importante considerar que las frecuencias
determinadas en la poblacién mestiza mexicana se obtuvieron del analisis de sujetos
voluntarios, es decir, corresponden a una muestra no probabilistica. Ahora, si
consideramos que l|a estadistica inferencial se basa en la teoria de probabilidades, los
datos obtenidos dificiimente se pueden generalizar a la poblacion, ya que no se
considerd a ésta ni en sus parametros, ni en sus elementos para obtener la muestra. A

pesar de lo anterior, la muestra obtenida y sus resultados son utiles para nuestro disefo




de estudio que, mas que una representatividad de elementos de una poblacion,
requiere de una cuidadosa y controlada eleccion de sujetos con ciertas caracteristicas
especificas que garantizan de cierto modo, una condicién saludable de los mismos.

En lo concerniente a los individuos afectados por el padecimiento estudiado, los
resultados muestran un aumento significativo, con respecto a los sujetos sanos y
pacientes ap.GPI(-), en la frecuencia del alelo V en el grupo de pacientes mestizos
mexicanos con SaFP y SaF/CP que presentan titulos altos de af3;GPl, lo que sugiere
que la presencia de dicho alelo podria estar asociada con la produccion de
autoanticuerpos ap3;GPl| en ambos padecimientos (p=0.038, RRa=2.17; Tablas 23 y 25).
La participacién del alelo V, reportada de igual forma en caucasicos con SaFP® y
asiaticos con SaF?®, es confirmada al observar que el genotipo VV se encontré también
significativamente incrementado en el grupo de pacientes mexicanos afectados por
cualquiera de las variantes primarias del SaF (p=0.014, RRa=3.94; Tablas 23 y 25). De
acuerdo con lo anterior, en pacientes con SaFP o SaF/CP, la presencia homocigota del
alelo V, confiere un mayor riesgo para la produccion de autoanticuerpos af.GPI,
hallazgo que es consistente con la nocién de que los cambios en la estructura de la
B2GPI propician la pérdida de la tolerancia con la consecuente producciéon de ap.GPl.
En otras palabras, 1a produccion de autoanticuerpos es el resultado de la generacion de
pB2GPI! antigénica producto de la presencia del aminoacido valina en la posiciéon 247.
Sobre estos resultados, es importante recalcar que la participacion del alelo V se hace
evidente Unicamente cuando se presenta de manera homocigota (VV), es decir, la
diferencia entre el grupo de los pacientes con variantes primarias del SaF y los sujetos

sanos no se debe a diferencias en el genotipo VL (p=0.498, Tabla 23), sino al mayor
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numero de casos con genotipo VV en el grupo de pacientes. La diferencia en la
frecuencia del genotipo VV, pero no del! VL, también se presentd en la poblacion
asiatica estudiada por Hirose et aP*. Estos hallazgos sugieren la necesidad de
homocigocidad en dicha posicibn para que se genere una proteina antigénica y
consecuentemente la respuesta autoinmune. Siendo asi, al parecer el alelo V es
recesivo con respecto al alelo L. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que la
expresion de los dos posibles alelos sea codominante, en este caso, el genotipo
homocigoto resultaria en la produccion de dos proteinas iguales, en lo que al
polimorfismo estudiado se refiere, mientras que el estado heterocigoto (VL) solo
produciria una ,GPI antigénica. Desde el punto de vista inmunolégico, la generacién
de la respuesta inmune en contra de ia variante que contiene el alelo V en la posiciéon
247 puede darse tedricamente en los dos genotipos que contienen el alelo V, sin
embargo, debido a que en el estado heterocigoto la concentracién esta reducida a la
mitad, posiblemente la respuesta inmunoldgica en contra de la B.GPl no sea tan
efectiva. Otra explicacion, aunque poco probable, pudiera ser la presencia de otras
mutaciones en la 3;GPl que actuaran de manera antagonista en la generacion de
antigenicidad en dicha proteina.

Ademas de la asociacion observada entre el genotipo VV y la produccion de
af2GPl en el grupo de pacientes con SaFP y SaF/CP, de acuerdo con los resultados,
en este grupo de pacientes también existe correlacion entre la oclusion arterial y la
presencia del aminoacido valina en la posicion 247 de la B.GPI (p=0.003, RRAa=7.89
con respecto al genotipo y p=0.009, RRa=3.33 con respecto al alelo). Es importante

resaltar que todos los pacientes que presentaron oclusion arterial tuvieron
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autoanticuerpos af3;GPI de isotipo IgG a titulos altos (6/6). Debe ademas destacarse el
hecho de que la oclusidn arterial es una de las principales manifestaciones clinicas del
SaF, y que en el grupo estudiado fue la de mayor frecuencia(11/18).

Por lo dicho hasta el momento, existe evidencia de que la secuencia proteica de
la $2GPI que expresa el aminoacido valina en la posicion 247 genera una conformacion
potencialmente antigénica en los pacientes con cualquiera de las variantes primarias
del SaF (SaFP y SaF/CP). En los pacientes con SaF/CP dicho fenédmeno fue mas
evidente, sin embargo, esto puede deberse al tamafo de la muestra de pacientes
estudiados con esta entidad clinica (12 en total). Entonces, es posible que en pacientes
con SaFP y SaF/CP los ap.GPI tengan el mismo origen, y puede considerarse que en
las dos entidades el genotipo VV del polimorfismo 247 de la [3;GPI tiene consecuencias
similares: es un factor relevante en la manifestacion de dos de las principales
caracteristicas del fendmeno autoinmune estudiado, la producciéon de ap,GPl y la
presentacion de oclusién arterial.

Es importante observar que ninguna variante del SaF mostré distribuciones de
frecuencias significativamente diferentes con respecto a los sujetos sanos. De acuerdo
con lo anterior, no existe relacion entre el polimorfismo de la B,GPI estudiado y la
enfermedad en su conjunto, lo que confirma que el SaF es el resultado de la interaccion
de varios factores. Aun asi, debe considerarse que el analisis de los resultados de
pacientes con SaF/CP mostré una tendencia de asociacion con el genotipo VV muy
cercana a la significatividad (p=0.086, Seccion 7.2). Sin embargo, debe tenerse en

cuenta el reducido numero de pacientes estudiados con dicha variante del SafF (12).
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La presencia de titulos altos de aCL dependientes de [.GP! tampoco se
encontrd asociada con ningun genotipo, lo cual puede deberse a que el ensayo para
cuantificar dichos autoanticuerpos detecta anticuerpos con diversas especificidades, de
entre los que destacan los que reconocen epitopos en el complejo 32GPI-CL** y los que
reaccionan con epitopos cripticos en la B2GPI*® y/o en la cardiolipina®. Ahora, si
consideramos que ia mayor parte de los pacientes presentaron titulos altos de
anticuerpos aCL “"verdaderos” (Tabla 16), la busqueda de asociacién del polimorfismo
estudiado con los anticuerpos aCL dependientes de 3,GP! se torna complicada, ya que
pacientes con titulos altos de aCL “verdaderos” podrian presentar un resultado positivo
de aCL dependientes de (;GPl debido a la inespecificidad de! ensayo sefalada
anteriormente. Lo anterior no sucede con los anticuerpos ap.GP! que, ademas de
asociarse de manera mas fuerte con las manifestaciones clinicas del SaF que los aCL
dependientes de (;GPI%, solamente reconocen epitopos presentes en la $3,GPl. No
debe descartarse la posibilidad de que en pacientes con SaFP, existan anticuerpos que
reconozcan a la 3;GPl en forma nativa y también cuando se presenta unida a
superficies anidnicas, y entonces puedan ser detectados en los ensayos para ap;GPl y
para aCL dependientes de Pp.GPl; es decir, que los epitopos que reconocen dichos
anticuerpos no se modifiquen con la interaccion de la 3,GPI con superficies con carga
negativa como la cardiolipina o la membrana de células endoteliales. Por otro lado, los
ap.GPI de pacientes con SaF/CP reconocen solamente a la B.GPI en estado nativo, es
decir, no unida a cardiolipina, posiblemente porque el epitopo de estos anticuerpos se

encuentra bloqueado por la regién hidrofébica de la cardiolipina.
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Uno de los principales mecanismos de generacidn de trombosis en el SaF es el
que propone la activacion de eventos mediados por células®®®?  mecanismo
demostrado recientemente con la utilizacién de péptidos analogos a la llzGPl”. y valido
para los aCL dependientes de 2GPI y para los af}2GPI. En el caso de los a}};GP!I, se ha
propuesto también Ia existencia de un receptor de B.GP! en las células endoteliales®’,
que acentuaria el papel de los af}>2GPl en la generacion de trombosis. Ademads,
Visvanathan y McNeil demostraron recientemente la existencia de respuesta inmune
celular en contra de la B,GPI, purificada o presente en el suero de pacientes con SaF,
que correlacionaba con las manifestaciones clinicas del SaF. Dicha inmunidad celular
genera la aparicion de una respuesta Th1 con la consecuente produccion de Interferén
v (IFN v), el cual podria estar involucrado en las pérdidas fetales recurrentes y en los
episodios tromboticos®’.

Por otro lado, los resultados obtenidos muestran que la poblacién de pacientes
con alguna de las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) y presencia de af3;GPI,
es genéticamente distinta a la propia de los sujetos sanos respecto a la mutacion
estudiada. Ahora, si consideramos que no existe diferencia significativa entre las
distribuciones de frecuencias alélicas y genotipicas de pacientes con SaFS o SaF/CS
con respecto a los resultados obtenidos con los sujetos sanos, entonces, puede
deducirse que también la poblacién de pacientes con SaFS y SaF/CS es distinta
genéticamente, en la posicion estudiada, a la poblaciéon de pacientes SaFP y SaF/CP.
En otras palabras, mientras que para las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP),
el genotipo VV es un factor de riesgo para la presencia de oclusiéon arterial y la

produccidon de autoanticuerpos ap2GPl, para los pacientes con LEG y SaF no existe
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evidencia de este fendmeno de asociacion, lo que implica la participacion de otros
mecanismos de produccion de los autoanticuerpos af32GPl. Es importante subrayar que
los pacientes con SafF S y SafF/CS estudiados, son pacientes con LEG que, previamente
al desarrolio del SaF presentaban una desregulacién inmunolégica importante, tienen
ademas de las caracteristicas clinicas y serolégicas del SaF, la presencia de otros
autoanticuerpos y otras patologias que dificultan evaluar el papel de un unico factor en
el desarrollo de la enfermedad. Aunado a lo anterior, existen diferencias genéticas entre
las entidades primaria y secundaria del SaF que han sido documentadas. Tal es caso
del estudio de los antigenos del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, del
inglés Major Histocompatibility Complex) en dénde, por un lado el SaFP ha sido
asociado con la presencia de los alelos HLA-DQ7%%%° y HLA-DRwS53'%8889 mjentras
que la presencia de aCL en pacientes con LEG se ha encontrado relacionada con los
alelos HLA-DR7%%%° DR4 y DR53%. En la poblacién mexicana también se han
encontrado diferencias genéticas entre ambas entidades, las asociaciones del MHC con
el SaFP y el SaFS, estan relacionadas a los alelos HLA-DR5®' y HLA-DR7%,
respectivamente.

Existe evidencia de que la autoinmunidad es un fendmeno autosémico
dominante®®, sin embargo, en el SaF, a pesar de los resultados que muestran
asociacién con algun gen en particular, ningun estudio ha encontrado una correlacién
que muestre como causa directa del desarrollo del padecimiento, la presencia de un
alelo particular o de un grupo de alelos. Aun asi, dentro de las asociaciones reportadas
tenemos al Factor C4 del complemento, cuya deficiencia alélica se encontré asociada

con el SaFP%, y al genotipo homocigoto RR del gen de la Paraoxonasa 1 que se ha




encontrado significativamente incrementado en pacientes con titulos altos de aClL y
trombosis arterial®?. Es importante mencionar que la Paraoxonasa 1 ejerce un papel
protector contra la modificacion oxidativa de las LDL y el desarrollo de ateroesclerosis.
Por otro lado, otros factores genéticos no han mostrado correlacion con el SaF, tal es el
caso del polimorfismo en la posicion 20210 del gen de la protrombina®*®*, la mutacién
del Factor V (Leiden), el polimorfismo en la posicion 677 de la metilén-tetrahidrofolato
reductasa® y el polimorfismo en el intrén 16 del gen de la enzima convertidora de
angiotensina®. La suma de todos estos resultados y la vision global del problema
sugieren que el analisis simultaneo de multiples polimorfismos, en uno o varios genes
de moléculas asociadas al SaF e inclusive del MHC, mediante microarreglos de ADN
podria establecer con una mayor claridad el grado de contribucion del factor genético
en la enfermedad.

Sin embargo, en nuestro caso, independientemente del polimorfismo de la
R,GPI, los aminoacidos que componen su estructura estan genéticamente codificados,
y por lo tanto deberia existir tolerancia inmunolégica para cualquier variante expresada
por un individuo. Por lo anterior, no es claro el porqué la presencia de cualquiera de los
dos aminoacidos en la posicion 247 y el posible cambio conformacional que ocasionan
se asocien con una respuesta autoinmune. Parece necesario entonces la participacion
de otros factores, probablemente relacionados con la reactividad de las células T, los
cuales podrian ser criticos en la pérdida de la tolerancia. Posiblemente, en individuos
susceptibles, en donde la susceptibilidad dependeria de la genética de los mismos, la
presencia de infecciones permitiria el procesamiento de proteinas exdgenas con
epitopos similares a los de la B,GP-I, estimulando asi, células T autoreactivas. Este

mecanismo se ha documentado en un modelo murino®. Al respecto se tiene que




considerar que aunque la diferencia estructural entre el aminoacido valina y su
homologo leucina es solamente la presencia de un metileno (-CH;-) extra en este ultimo
(Figura 3), la sustitucion de leucina por valina altera la estereoquimica de la proteina,
afectando principalmente la regiéon localizada entre el dominio IV y V que se estabiliza
por el puente de hidrogeno entre los aminoacidos lisina®*® (dominio V) y acido
aspartico'®® (dominio IV)*’. Como resultado del cambio estereoquimico en la B,GP-1,
posiblemente se origina la exposicion de una regién con homologia a estructuras
ajenas, presentes en algunos microorganismos o en contaminantes ambientales. Si
esto es cierto, al generarse una respuesta inmune en contra de dichas estructuras
ajenas, la [3;GPIl participaria también como un posible blanco para el sistema
inmunoldgico. Ahora bien, dado que la inyeccion de PGPl en ratones induce la
aparicion de aFL, af};GPl y manifestaciones clinicas de SaF%’, la respuesta inmune
generada en contra de la B.GPl! podria ser el activador de la produccién de
autoanticuerpos y de las consecuencias de los mismos.

La participacion de factores ambientales en la etiologia de las enfermedades
autoinmunes® incluyendo el SaF ha sido sugerida®?*'%', En el SaF, se ha demostrado
la presencia de secuencias peptidicas de los domiﬁios IV, Ul y t de la p2GPl en virus,
bacterias y parasitos®®%. En el grupo de virus con secuencias con alta homologia con
epitopos de la B,GPI estan: citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus de Epstein-Barr y
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)*®. En el caso de las bacterias las especies
son: Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Neisseria gonomrhoeae y
Shigella dysenteriae, entre otras®®, Mas atin, secuencias peptidicas con homologia al

sitio de union a fosfolipidos encontradas en algunos virus se han utilizado para producir
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péptidos sintéticos que, cuando se han empleado como inmunégenos en ratones, han
sido capaces de inducir la produccion de aCL y aR,GPI%°,

Por ultimo, cabe senalar que los términos utilizados en la descripcion del
sindrome merecen ser examinados con cuidado. A partir de 1990, se hizo evidente que
los inexactamente llamados cofactores tienen un papel protagénico dentro del SaF2425,
Historicamente, la denominacién cofactor se acuié desde los primeros estudios que
demostraron la participacion de proteinas plasmaticas en el reconocimiento de los aFL,
sin embargo, actualmente se acepta que los autoanticuerpos asociados con el SaF
reconocen principalmente epitopos localizados en las estructuras proteicas; asociadas
con fosfolipidos, o en forma nativa, por lo que hoy en dia la denominacion propuesta en
un inicio es ambigua. Debido a lo anterior, el término Sindrome anti-fosfolipido debe ser
modificado. En 1996, Cabral et al propusieron una nueva denominacion para el
padecimiento: Sindrome anti-fosfolipido/cofactor’®3®. Con este nuevo nombre se intentd
agrupar todas las posibles variantes de la enfermedad en funcion de la familia de
autoanticuerpos presentes, sin embargo, el nuevo término, no solamente no mejoro el
nombre anterior, sino que lo torné aun mas confuso. Ademas, en el INCMNSZ ia nueva
terminologia es utilizada solamente para referirse a aquellos pacientes con aB,GPl y

ausencia de aCL, por lo que el objetivo principal, tener un solo nombre que abarque

todas las variantes, no ha sido alcanzado.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4

5)

Las frecuencias genotipicas y alélicas del potimorfismo vallleu?*’ del gen de la
B,GPl en una muestra de la poblacion mestiza mexicana son VV(0.13), VL(0.52),
L.L(0.35) y VV(0.39), L(0.61), respectivamente. Las frecuencias estan en Equilibrio
de Hardy-Weinberg y el alelo silvestre es el que codifica para el aminoacido

leucina.

Los resultados muestran que el alelo V del polimorfismo vallleu?*’ es recesivo.

En pacientes mexicanos con las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP)
existe correlacion entre la presencia homocigota del alelo V en la posicion 247
del gen de la B2GPI y la producciéon de autoanticuerpos aB2GPl. Dicho estado
homocigoto confiere ademas, un mayor riesgo de padecer oclusion arterial por lo

que puede ser relevante en el seguimiento de estos pacientes.

En SaFS y SaF/CS, el polimorfismo valfleu®*’ de la 8,GPI no tuvo efecto en la
produccion de los aB;GPl lo que sugiere que en estos pacientes el mecanismo
que origina la produccion de dichos autoanticuerpos es diferente al

correspondiente a las entidades primarias del SaF.

El método empleado en la deteccion de los aB,GPI permite sugerir que el epitopo
que genera la conformacion antigénica en la B,GPl y que se ve afectado por el

polimorfismo valfleu?*” no es criptico.




6)

7)

8)

Los datos presentados muestran que en las variantes primarias del SaF, el

sistema RB,GPI/al,GPI participa directamente en el mecanismo de generacion de

trombosis.

Independientemente de las manifestaciones clinicas y serologicas, ninguna
variante del SaF presentd correlacion con aigun genotipo del polimorfismo del
gen de la B,GPIl en la posicién 247. Tampoco se encontro correlacion entre dicho

polimorfismo y la presencia de anticuerpos aClL dependientes de B,GP!.

El factor genético juega un papel importante en las variantes primarias del SaF.
Sin embargo, deben existir también otros factores, posiblemente el ambiental y el
inmunoldgico que, junto con el factor genético, interactian para la manifestacion

de dichas enfermedades.
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Apéndice l.
Pruebas estadisticas empleadas en el analisis de los resultados'%3'%,

a) Prueba y? (Ji cuadrada)

La Ji cuadrada es una prueba estadistica para evaluar hipdtesis acerca de la
relacion entre dos variables categéricas. Se calcula por medio de una tabla de
contingencia o tabulaciéon cruzada, la cual es una tabla de dos dimensiones en donde
cada dimensidn contiene una variable, cada variable se subdivide en dos o mas
categorias (Tabla 28). En dicha tabla se anotan las frecuencias observadas (f.0.) en la
muestra de investigacion.

Variable 1 Variable 2 Total rengléon

Categoria 1 Ny N1 Ncit
Categoria 2 ny2 N2z alor3s
Total columna ny v Nvat NroraL

Tabla 28. Tabla de contingencia.
Posteriormente se calculan las frecuencias esperadas (f.e.) para cada celda de la
siguiente manera:
f.e.= (Total o marginal de renglon)*(total o marginal de columna)/nrora.
La Ji cuadrada es una comparacién entre la tabla de frecuencias observadas y la
denominada tabla de frecuencias esperadas. La prueba parte del supuesto de “no
relacion entre variables”.
Una vez obtenidas las f.e. se aplica la siguiente férmula:
x?= T (f.o.-fe.)/fe.
La prueba Ji proviene de una distribucion muestral, denominada distribucion xz' y los
resultados obtenidos en la muestra estan identificados por los grados de libertad. Esto

es, para saber si un valor de %2 es o no significativo, es necesario calcular los grados de
libertad, procedimiento que se realiza con la siguiente formula:

g.l.=(r-1){c-1)

En donde g.l. son los grados de libertad, r el nimero de renglones y ¢ el numero de
columnas.

!




Una vez determinado el valor de 12 y los grados de libertad se calcula el valor de .
n
a =l (V2@ L)) 72 )0 €22 g2

Donde 1 es la funcibn Gama. La funcidn anterior no se puede integrar de manera
explicita por lo que para resolverla es necesario usar métodos numéricos de
integracion. Sin embargo, mediante las hojas de calculo de Microsoft Excel es posible
calcular el valor de sn se conoce el valor de x y los grados de libertad escribiendo:
=DISTR.CHl(valor de x . g.l).

En la prueba Ji cuadrada se parte del supuesto de que las frecuencias esperadas de
cada celda tienen un valor mayor a 5. Esta suposicion es importante principalmente
para las tablas de contingencias 2X2 que tiene sélo un grado de libertad. En los casos
en donde mas del 20% de las celdas no satisficieron dicha suposicion se utilizé la
Prueba exacta de Fisher para el analisis estadistico de los resultados.

b) Prueba exacta de Fisher

La prueba exacta de Fisher permite caicular la probabilidad exacta de observar un
conjunto particular de frecuencias en una tabla 2X2. La hipétesis nula postula que la
probabilidad de la presencia de un determinado factor es la misma en las dos
poblaciones en estudio. El analisis estadistico se realizd a través del programa
informatico SPSS version 10.0.

c) Riesgo Relativo aproximado

El riesgo relativo aproximado (RRa) es una medida del grado de asociacion entre
dos variables dicotémicas; es decir, variables que solamente pueden tener dos
resultados. Las variables involucradas son la enfermedad y la exposicion a un factor
determinado. En realidad el RRa compara dos proporciones (la proporcion con
enfermedad) en dos poblaciones: aquellas expuestas o no al factor mencionado.
Seleccionado dicho factor, la probabilidad de padecer la enfermedad es:

Prenfermedad + / factor +)/ Plenfermedad - / factor +]

El RRa se define como:

Plenfermedad + / factor -]/ P[enfermedad - / factor -|

RRa=




De acuerdo con la Tabla 28 el calculo seria el siguiente:

[N/ nartnai] / [n21/ nitngg)
[n12/ niz+n22] / [n22/ niz+nzz)

RRa=

ARA= niinzz
T Thzitaz

Para establecer la precision de la estimacion realizada se calcula el intervalo de
confianza. El procedimiento consiste en la construccion del intervalo de confianza para
el InRRa, es decir, el logaritmo natural del RRa, y después el resultado se eleva

utilizando el numero € como base.

El intervalo de confianza al 100(1-4)% esta dado por:

INRRa * Zyarz YV 1NV + 1N 12 + 1Nzt + 1N 22

La razén de usar logaritmos para el calculo del intervalo de confianza estriba en que el
InRRa tiene una distribucién mas normalizada que el RRa.
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Apéndice Il.
Criterios de clasificacion de pacientes con SaF.

a) Sindrome anti-fosfolipido primario'®.

Dos o mas de las siguientes manifestaciones clinicas:

Trombosis venosa
Oclusién arterial
Pérdida fetal recurrente
Trombocitopenia
Anemia hemolitica
Livedo reticularis
Mielitis transversa
Ulceras en las piernas

Y

Niveles elevados de aCLl dependientes de 3;GP!| o aFL “verdaderos” (I9gG o IgM > 5§
desviaciones estandar por encima de la media de los controles) o anticoagulante
lupico.

Los pacientes no deben presentar evidencia de LEG o de otra enfermedad de tejido
conjuntivo.

b) Sindrome anti-fosfolipido/cofactor primario''.

Pacientes con manifestaciones clinicas de SaFP y titulos altos de aB,GPI de isotipo IgG
pero sin presencia de aFL “verdaderos” o aFL dependientes de factor proteico.

Los pacientes no deben presentar evidencia de LEG o de otra enfermedad de tejido
conjuntivo.
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¢) Sindrome anti-fosfolipido secundario_a LEG?,

Definitivo:
Dos o mas de las siguientes manifestaciones clinicas:

Trombosis venosa
Oclusion arterial
Pérdida fetal recurrente
Trombocitopenia
Anemia hemolitica
Livedo reticularns
Uiceras en las piernas

Y
Niveles elevados de afFL, “verdaderos” o dependientes de factor proteico (IgG o

IgM > 5 desviaciones estandar por encima de la media de los controles) o
anticoagulante lupico.

Probable:

Una manifestacién clinica y titulos elevados de aFL o,
Dos o mas manifestaciones clinicas y titulos bajos de aFL (IgG o IgM > 2 £ §
desviaciones estandar)

d) Sindrome anti-fosfolipido/cofactor secundario a LEG™.

Pacientes con manifestaciones clinicas de SaFS y titulos altos de a3,GPI de isotipo IgG
pero sin presencia de aFL “verdaderos” o aFL dependientes de factor proteico.
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