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2. Resumen 

El S lndrome anti-fosfollpido {SaF) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la 
presencia de anticuerpos anti-fosfolipido {aFL) y eventos clínicos. como la trombosis 
(arterial y/o venosa), el aborto espontáneo principalmente de repetición, la muerte fetal 
intrauterina, la trombocitopenia y algunos transtornos neurológicos. En ausencia de 
datos clínicos o serológicos de otra enfermedad primaria del tejido conjuntivo se le 
denomina Síndrome anti-fosfollpido primario {SaFP). para distinguirlo del Slndrome 
anti-fosfolipido secundario {SaFS) que se presenta principalmente en pacientes con 
LEG. En 1990 se reportó que los aFL reconoclan un complejo formado por fosfollpidos 
y Jl2-glicoprotelna-1 {J\2GPI). Seis años más tarde, Cabral y colaboradores infom1aron de 
pacientes con manifestaciones de SaF y pruebas para la detección de aFL negativas 
pero con presencia de anticuerpos de isotipo lgG con reactividad contra Jl2GPI humana, 
con lo que describieron una variante del SaF que definieron como slndrome anti­
fosfollpido/cofactor, el cual puede presentarse de forma primaria (SaF/CP) o secundario 
a la presencia de LEG (SaF/CS). La füGPI humana es una protelna sérica que participa 
en procesos de coagulación, aterogénesis y apoptosis, y además, es el principal blanco 
de los autoanticuerpos de pacientes con SaF. De esta proteína se han reportado cuatro 
polimorfismos genéticos, de los cuales uno se localiza en la posición 247, dicha 
posición se ubica entre el sitio de unión a fosfolipidos y uno de los posibles epitopos 
crlpticos. El objetivo del trabajo fue estudiar la frecuencia de los alelos valina y leucina 
en la posición 247 del gen de la p2GPI en pacientes mexicanos con SaF o SaF/C, para 
esclarecer su participación en la generación de los anticuerpos y las manifestaciones 
clínicas que caracterizan a ambos padecimientos. La metodologla empleada para 
determinar el genotipo del polimorfismo247 en 106 sujetos sanos y en 86 pacientes con 
SaF, fue PCR-RFLP. La cuantificación de anticuerpos séricos se realizó por ELISA. Los 
sujetos sanos tuvieron el siguiente patrón de distribución de frecuencias genotípicas y 
alélicas: W(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 observó diferencia significativa en ningún grupo de 
pacientes y los sujetos sanos. Tampoco se encontró correlación del polimorfismo 
val/leu247 y la producción de anticuerpos anti-cardiolipina dependientes de JhGPI en 
ninguna variante del SaF. La producción de autoanticuerpos ap2GP-1 y la presencia de 
oclusión arterial en pacientes con las variantes primarias del SaF {SaFP y SaF/CP). se 
encontraron correlacionadas con el genotipo W. Dichas asociaciones no se observaron 
en los pacientes con SaF y LEG, sugiriendo que en estos pacientes el origen de los 
aJl2GP-1 es distinto. De los resultados se concluye que en la muestra de sujetos 
mexicanos sanos el alelo silvestre del polimorfismo247 del gen de la P2GPI es el que 
codifica para leucina. En las variantes primarias del SaF. el genotipo W del 
polimorfismo estudiado está involucrado con la generación de füGPI antigénica y con el 
riesgo de padecer oclusión arterial, confirmando asl que el sistema P2GPl/aJhGPI 
participa directamente en el mecanismo que genera trombosis. No obstante, es 
necesaria la participación de otros factores para la manifestación de dichas 
enfermedades. 



3. Introducción 

Actualmente, las enfermedades autoinmunes ocupan un lugar importante entre 

los problemas de salud ya que afectan aproximadamente al 5% de la población 

mundial 1
. Estos padecimientos, cuya prevalencia es mayor en el sexo femenino2

, se 

presentan generalmente entre la segunda y tercera década de vida, es decir, en la 

etapa productiva y reproductiva de la población. La etiologia de estas enfermedades es 

aun desconocida, sin embargo, en todas existe algo en común: una desregulación del 

sistema inmunológico que origina la aparición 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 además de afectar las articulaciones y los músculos, puede danar la 

piel y casi todos los órganos. Serológicamente se caracteriza por la presencia de 

autoanticuerpos que reconocen componentes del citoplasma y núcleo de entre los que 

destacan los anticuerpos anti-ADN de doble cadena3
• 

En la década de los 60's se describió la presencia de trombosis y anticoagulante 

Lúpico en los sueros de un grupo de pacientes con LEG4
• Posteriormente, a esta nueva 

entidad patológica autoinmune que relacionaba la presencia de anticuerpos anti­

fosfolipido (aFL) con eventos cllnicos como la trombosis (arterial y/o venosa), el aborto 

espontáneo principalmente de repetición, la muerte fetal intrauterina, la 

trombocitopenia, el livedo reticularis y algunos transtomos neurológicos, se le dio el 

nombre de Slndrome anti-fosfolipido (SaF)9
• 

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

1990, se informó que los aFL de pacientes con SaF reconocían un complejo formado 

_ _J 



por fosfolipidos y una proteína con afinidad por compuestos de carga negativa24
º
26

, 

identificada como J\2-Glicoproteina 1 (J\2GPI). La participación de esta proteina en el 

SaF esta ampliamente documentada, de hecho, existen pacientes con manifestaciones 

del SaF y pruebas para la detección de aFL negativas pero con presencia de 

anticuerpos de isotipo lgG con reactividad contra Jl2GPI humana. A esta variante del 

SaF se le denominó slndrome anti-fosfollpido/cofactor (SaF/C). 

La Jl2GPI humana es una protelna sérica que interviene en procesos de 

coagulación, aterogénesis y apoptosis. Ahora bien, considerando que la Jl2GPI es el 

blanco principal de los aFL, es posible que cualquier alteración a nivel ADN que afecte 

su estructura o su concentración plasmática modifique su comportamiento en los 

procesos en que participa. De esta protelna se han reportado variaciones cuantitativas 

y cualitativas, siendo estas últimas diferencias estructurales resultado principalmente de 

mutaciones puntuales, es decir, de polimorfismos de un solo nucleótido (SNP. del inglés 

single nucleotide polymorphism). Hasta el momento, se han reportado 4 SNP's en el 

gen de la Jl2GPI, uno de los cuales se localiza en el exón 7 del gen y corresponde a la 

posición 247 de la protelna. Este polimorfismo en la posición 247, cuyos posibles alelos 

son valina y leucina, se ubica entre la región de la p2GPI que une fosfollpidos y uno de 

los epitopos reconocido por los aFL. Lo anterior sugiere que la mutación-247 en la 

P2GPI probablemente sea relevante en la patogénesis del SaF, debido a que éste 

autoantígeno parece estar lntimamente relacionado con las manifestaciones asociadas 

a la presencia de los aFL autoinmunes. De lo anterior se deriva la hipótesis del presente 

trabajo, en la que suponemos que puede existir una relación significativa entre la 

variación genética, y consecuentemente estructural, producto del polimorfismo en la 
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posición 24 7 de la [12GPI y la generación de los anticuerpos y las manifestaciones 

clínicas del SaF. 

El objetivo del trabajo fue estudiar la frecuencia de los alelos valina y leucina en la 

posición 247 del gen de la [l2GPI, en pacientes mexicanos con síndrome anti-fosfollpido 

o anti-fosfolipido/cofactor, para esclarecer su posible papel en la generación de los 

autoanticuerpos y las manifestaciones cllnicas que caracterizan a ambos 

padecimientos. 

4. Justificación 

La presencia de anticuerpos antí-P2GPI (aJl2GPI) en los pacientes con SaF se 

asocia con manifestaciones clinícas, por lo que el estudio genético de la p2GPI 

adquiere una relevancia significativa. En la actualidad, el desarrollo tecnológico y el 

avance en el conocimiento del genoma humano han permitido ponderar la participación 

del factor genético en diversos tipos de padecimientos, como son los errores innatos 

del metabolismo y los procesos asociados al envejecimiento. El conocer la contribución 

del aspecto genético en la generación de SaF, no sólo ayudará a predecir 

susceptibilidades en la población, sino también ayudará a comprender la etiologla del 

padecimiento. Además, siendo esta enfermedad prototipo de autoinmunidad, 

comprender su etiologla puede ser de gran utilidad en el estudio de otras 

enfermedades de la misma o similar naturaleza. Seguramente, los conocimientos 

generados en esta área de investigación permitirán el desarrollo de herramientas útiles 

en el diagnóstico y el diseño de nuevas y mejores estrategias para el tratamiento del 

SaF. 

.¡ 



5. Antecedentes 

5.1. Síndrome anti-fosfolípido 

En 1963, Bowie el af reportaron un grupo de pacientes con LEG, trombosis y 

presencia de anticoagulante Lúpico en el suero. Esta última característica, junio con 

resultados falsos positivos para la prueba de VDRL, fue observada en pacientes con 

síndrome vascular periférico, asociándose los dos eventos a la presencia de 

anticuerpos anti-fosfolipido {aFL) 5
. Dos décadas después, en 1983, la presencia en 

suero de anticuerpos que reconocían al fosfolípido cardiolipina {CL) fue detectada en 

un grupo de pacientes con LEG que presentaban un síndrome complejo caracterizado 

por trombosis, pérdida fetal recurrente, transtornos neurológicos, trombocitopenia y 

livedo reticularis6
• Debido a la asociación de los anticuerpos anti-cardiolipina {aCL) con 

las manifestaciones cllnicas citadas, Hughes el al adoptaron el nombre de Slndrome 

anticardiolipina7
. Sin embargo, el estudio del suero de pacientes con el slndrome reveló 

posteriormente que no sólo exislla la presencia de aCL, sino que también era posible 

detectar anticuerpos capaces de reaccionar con otros fosfollpidos8
. Este hallazgo 

condujo a cambiar el nombre propuesto en 1983 por Hughes por el de Síndrome anti­

fosfollpido {SaF). 

Actualmente se utiliza el término síndrome anti-fosfolípido (SaF) para definir una 

entidad clínica que asocia la presencia de anticuerpos anti-fosfolípido {aFL) con 

trombosis arteriales y/o venosas, abortos de repetición, livedo reticu/aris, 

trombocitopenia y translornos neurológicos9
. Aunque la asociación de estas 

manifestaciones clínicas con los aFL fue reportada originalmente en LEG. existen 
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pacientes con títulos altos de aFL y manifestaciones cllnicas de la presencia de estos 

anticuerpos pero sin evidencias clínicas o serológicas de otra enfermedad primaria del 

tejido conjuntivo. A esta otra entidad clínica se le denominó síndrome anti-fosfollpido 

primario (SaFP) para distinguirlo del Sindrome anti-fosfolípido secundario (SaFS) o 

asociado que se presenta principalmente en pacientes con LEG 10
• 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-fosfollpido secundario 

(SaFS)5
. 

En la población mexicana la prevalencia del SaF no esta determinada, su 

frecuencia es de aproximadamente el 10 % en pacientes con LEG 11 y la frecuencia de 

la entidad primaria aún se desconoce. 

5.2. Anticuerpos anti-fosfolipldo 

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 12 y el 85% de los 

sujetos de una población humana normal13 tienen anticuerpos naturales contra 

eritrocitos tratados enzimáticamente 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 

títulos relativamente bajos, son codificados por genes de linea germinal y producidos 

principalmente por células B cos• sin estimulo aparente: 2) como resultado de la 

intervención de factores inmunogenéticos, como lo muestra el trabajo de Asherson et al 

cuyos resultados sugieren la participación del alelo DRw53 en la generación de la 
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respuesta autoinmune en contra de FL. Lo anterior se fundamenta con la presencia de 

este alelo en todos los pacientes con SaFP con titulas altos de aCL incluidos en el 

estudio14
; 3) como resultado de una des-regulación inmune, debido a que esta trae 

como consecuencia una excesiva producción de autoanticuerpos, incluyendo los aFL 15
. 

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 perturbación de la red idiotipo-anti-idiotipo 

por un idiotipo patogénico o un anti-idiotipo puede ser un mecanismo de generación de 

autoanticuerpos 16
• 
17

• 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-protelna C. que también se comportan como aCL. en 

el suero de sujetos sanos y de pacientes con LEG 18
; 5) inducidos por fármacos. En 

algunos pacientes que reciben tratamiento con clorpromazina se han detectado tltulos 

altos de aFL 19
, este fármaco puede también inducir un slndrome parecido al LEG20; 6) 

como resultado de procesos infecciosos, en cuyo caso su síntesis es dirigida por 

antígeno, son de isotipo lgG, de alta afinidad y los tltulos en suero bajan cuando se 

controla la infección. El primer aFL reportado fue el relacionado con la slfilis, que 

posteriormente se usó para el diagnóstico serológico de esta enfermedad. En procesos 

infecciosos virales, como Hepatitis o Rubéola, también se ha podido demostrar el 

incremento en los títulos de aFL 21
. 

Una propiedad inmunoqulmica 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 endoteliales22
·
23

. 
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5.3. Factores proteicos asociados al SaF 

1990 marca un hito en el estudio de los aFL. En este año la investigación en el 

campo de los aFL cambió completamente su rumbo debido a que tres grupos de 

investigadores, de manera casi simultánea, reportaron que el antígeno reconocido por 

los aFL presentes en el suero de pacientes con SaF no era el FL, sino un complejo 

formado por fosfolipidos aniónicos y una proteína con afinidad por estructuras de carga 

negativa que, de acuerdo con los autores, actuaba como cofactor en dicho 

reconocimiento. Esta proteína fue identificada como '12-Glicoprotelna 1 (lhGPl)24
º

26
. 

Estudios posteriores señalaron 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 quininógeno y del 

complejo formado por la proteina unidora de quininógeno-quininógeno, el cual puede 

incluir precalicreína y/o factor Xl27
. Recientemente se ha reportado que los anticuerpos 

anti-fosfolipido putativos reaccionan contra una importante variedad de proteínas 

plasmáticas como la f\2GPI, protrombina, proteina C, proteína S, quininógeno, anti­

trombina 111 3 y otras proteínas que unen fosfolipidos como la anexina V 28
º
30

• 

A partir de la publicación de estos hallazgos, los anticuerpos anti-cofactor se 

sitúan con un papel protagónico dentro del SaF. De entre los cofactores proteicos 

asociados con el SaF, la JhGPI es el más 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 difosfatidílglicerol, fosfolípido aniónico comúnmente 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 unión de los aCL a la cardiolipina en presencia de ll2GPI 

puede atribuirse a epitopos en la f\2GPl2~. en el complejo fl2GPl/CL24
, o al 

reconocimiento de epitopos crlpticos en la CL 31 y/o en la 112GPI. Utilizando 

espectroscopia infrarroja32 y dicrolsmo circular33 se pudo demostrar que la interacción 

de la p2GPI con la CL produce cambios conformacionales importantes en ambas 

moléculas, generando probablemente exposición de regiones crípticas. Los resultados 

de los estudios revelaron que las alteraciones en la molécula fosfolipldica restringen la 

movilidad de las cadenas hidrocarbonadas, mientras que la ll2GPI sufre modificaciones 

en su estructura que disminuyen el porcentaje de a-hélice y ¡\-plegada, e incrementan la 

conformación azarosa, aumentando asl su potencial antigénico. Esta evidencia sugiere 

que los epitopos crlpticos detectados por los aCL se encuentran en la f\2GPI modificada 

por la unión con la cardiolipina. La exposición de este neoepitopo no sólo es el 

resultado de la unión con la cardiolipina, Matsuura et al demostraron que es posible la 

detección de los anticuerpos aCL en ausencia de CL utilizando en el ELISA placas de 

poliestireno expuestas previamente a radiación y. Este tratamiento ocasiona la 

oxigenación de la superficie de la placa, por lo que los resultados del estudio sugieren 

que el cambio conformacional, y por ende la exposición del o los epitopo(s) crlptico(s), 

en la P2GPI puede originarse también por la interacción con superficies oxigenadas34
• 

La participación de la P2GPI se puede entender mejor al diferenciar los aFL 

encontrados en pacientes con SaF de los encontrados en pacientes con enfermedades 

infecciosas como sífilis, malaria, o hepatitis A. Los aFL de estos últimos reaccionan 
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directamente contra cardiolipina (en ausencia de P2GPI). Esta notable diferencia sugiere 

un papel patogénico potencial de la Jl2GPI en el SaF. 

o 
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Figura 1. Difosfatidilglicerol. Glicerofosfollpido "doble" comúnmente conocido como cardiolipina 
debido a que se aisló por primera vez del músculo cardiaco bovino. Modificada de la Ref. 35. 

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

La inducción de SaF experimental mediante la inmunización de ratones con 

p2GPI realizada por Gharavi en 199236 suscitó la investigación de los anticuerpos anti-

p 2GPI (ap2GPI), y tres años mas tarde, Cabiedes et al reportaron que en pacientes con 

LEG, las manifestaciones trombóticas del SaF se asocian con mayor fuerza con ap2GPI 

que con aCL dependientes de p2GPl37
• 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 detección de anticuerpos aFL negativas. pero con titules 

altos de anticuerpos ap2GPI de isotipo lgG. Debido al hallazgo, los autores proponían la 

sustitución del termino Síndrome anti-fosfolipido por el de Sindrome anti-

fosfolípído/cofactor y la clasificación de los afectados por el padecimiento, en distintas 
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variantes del sindrome, dependiendo del antigeno reconocido por los anticuerpos 

presentes en el plasma de los pacientes36
. Un año más tarde. se reportó el mismo 

fenómeno en pacientes con LEG, considerándose como la variante secundaria de la 

entidad anteriormente descrita39
. 

5.5. Bioquímica de la lh-Glicoproteína 1 

La f\2GPI humana es una protelna sérica descrita por primera vez en 1961 40 y 

presente en sujetos sanos en una concentración de aproximadamente 200 ~1g/ml. Es 

una proteína asociada a la fracción de las lipoprotelnas, que activa a la lipoprotelna 

lipasa por lo que también es conocida como Apolipoprotelna H 41
·
42

. En lo referente a su 

estructura, los estudios muestran que esta constituida por una sola cadena polipeptldica 

de 326 aminoácidos, su peso molecular es de 50 kD y aproximadamente el 18% son 

carbohidratos. Se conoce la secuencia del DNA complementario y la secuencia de 

aminoácidos que la forman4
3-45. La f\2GPI esta organizada en cinco dominios homólogos 

conocidos como segmentos cortos repetidos (SCRs, del inglés short consensus 

repeats)46
, cada uno consiste de aproximadamente 60 aminoácidos con puentes 

disulfuro inter- e intra-regiones47
• En 1992, se identificó un sitio de unión a fosfollpidos 

de carga negativa en el quinto SCR (Figura 2), esta zona involucra a los aminoácidos 

281-288 (CKNKEKKC)49
-50. Dicha secuencia se encuentra cargada positivamente a pH 

fisiológico debido a su alto contenido de Lisina que es un aminoácido básico. 
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Figura 2. Estructura secundaria de la íh-Glicoprotelna l. 

5.6. Epitopos de la fl2-Glicoproteína 1 

Ü Sitios polimórficos 
de las posiciones 88, 
306 y 316. 

@ Sitio polimórfico de 
la posición 247 . 

• Región de unión a 
fosfollpidos 
(281CKNKEKKC288) 

A través de la expresión en fagos51 y el uso de mutantes de [J2GPl52
'
53

, fue 

posible obtener resultados que sugerlan la presencia de una región reconocida por los 

autoanticuerpos presentes en pacientes con SaF dentro del dominio 1 de esta proteína. 

Sin embargo, en estos experimentos, la metodologia empleada hace suponer que los 

anticuerpos detectados están dirigidos rigurosamente en contra de la [J2GPI, 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
º

56
. Experimentos con 

mutantes de [J2GPI muestran evidencia de lo anterior54
• Además. a través del análisis de 
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librerlas genéticas expresadas en fagos filamentosos, Kasahara et al determinaron la 

ubicación del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal aCL EY1C8. Esta región 

fue localizada en la cara interna del dominio IV, normalmente escondida por el dominio 

111 55 , y que puede exponerse al modificar tres interacciones electrostáticas entre el 

dominio IV y el V56
. Estas interacciones electrostáticas que mantienen unidos a los dos 

dominios son puentes de hidrógeno entre un aminoácido del cuarto dominio y un 

aminoácido localizado en el dominio V 57
• Los puentes de hidrógeno se localizan entre 

los aminoácidos: 0 193-K246
, D222-K317 y E228-K3º8

. Recientemente, se reportó la presencia 

de epitopos en los dominios 1-11. 111 y IV reconocidos por tres diferentes anticuerpos 

monoclonales afl2GPl 58
. 

5.7. Papel fisiológico y patogénico de la f\2-Gllcoproteina 1 

La participación de la jhGPI en la respuesta autoinmune del SaF, las 

manifestaciones propias del padecimiento y los resultados obtenidos con esta protelna 

en diversas investigaciones han ligado fuertemente su participación con eventos 

trombóticos. La lliGPI inhibe la activación por contacto de la vla intrlnseca de la 

coagulación59 y la agregación plaquetaria60
• Con estos hallazgos se han propuesto 

mecanismos de generación de trombosis en los que participa la P2GPI. De acuerdo con 

éstos, los eventos trombóticos del SaF pueden ser el resultado de una inhibición de la 

función de la p2GPI y/o una disminución de su concentración plasmática61
• Pueden 

deberse también, a la interferencia en las reacciones hemostáticas ocasionada por la 

respuesta inmune en contra de la p2GPl61
. Otras posibilidades propuestas son el 

depósito de complejos inmunes en la pared de los vasos, y la activación de eventos 
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mediados por células, como el incremento de la adhesión de monocitos al endotelio58
·
62. 

Recientemente, se ha propuesto también una teoría que relaciona al SaF con la 

aterosclerosis63
, padecimiento crónico degenerativo multifactorial, que puede originarse 

como resultado de un proceso inmunológico. La asociación entre el SaF y la 

aterosclerosis esta basada en los resultados que muestran que existen eventos 

comunes en ambos padecimientos64 (ver Tabla 1 ). El mecanismo propuesto, se apoya 

en las siguientes observaciones65: 1) Los anticuerpos afl2GPI de pacientes con SaF 

inducen la adhesión de monocitos a las células del endotelio vascular. 2) In vitro, la 

unión de J~2GPI a LDL oxidada (LDLox) inhibe la captura de ésta por los macrófagos 

(M0). 3) Al inmunizar ratones transgénicos con fl2GPI la captura de la LDLox se 

incrementa. 

De acuerdo con lo anterior, la peroxidación de los lipidos asociados a la LDL 

puede estar jugando un papel importante en el desarrollo de la placa ateromatosa. 

Fisiológicamente, la LDLox es captada por el receptor "barrendero" de los M0, si esta 

LDLox se une a la fl2GPI la captura se inhibe. Sin embargo, si existe la presencia de 

ap2GPI, entonces el complejo LDLox/fl2GPl/afl2GPI es capturado por los M0 a través de 

su receptor Fe, incrementando asl la fonnación de células espumosas. De esta manera, 

la capacidad de la JhGPI de unir estructuras aniónicas la relacionan otra vez con un 

proceso fisiológico de protección, pero nuevamente, estas propiedades de la JhGPI 

sumadas a la presencia de aJhGPI se asocian a un proceso patológico relacionado a 

las manifestaciones clinicas del SaF. 
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Tabla 1 Asociación entre el SaF y la ateroesclerosis (tomado de la Ref.64) 

SaF 
aFL activan endotelio 

Títulos altos de anticuerpos 
anti-LDLox 

Estado protrombótico 

Inducción de SaF experimental por 
inmunización con f\,GPI 

Aterosclerosis 
Se inicia por expresión de moléculas de 
adhesión como E-selectina. ICAM-1 y VCAM-1 

Correlación con anti-LDLox 

Activación del sistema de coagulación como 
parte del avance de la lesión aterosclerótica 

Inducción de aterosclerosis temprana en 
ratones transgénicos inmunizados con Jl,GPI 

Inducción de SaF experimental por Aumento en el deposito de grasa en ratones 
inmunización con aFL transgénicos inmunizados con aFL 

5.8. Jh-Glicoproteína 1: aspectos genéticos 

La estructura polipeptidica de la Jl2GPI esta determinada genéticamente, su gen 

fue mapeado en el cromosoma 17q23-qter66 y se sabe que existen variantes entre 

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

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

(Bg*D) que es codominante con respecto al alelo normal (Bg•N)67
. La frecuencia del 

alelo nulo es baja en la población caucásica (-0.06, Tabla 2) y alta en la población 

negra de Mozambique (0.26, Tabla 2) y en las poblaciones asiáticas de Irán, 

Afganistán. y Corea (0.11. 0.12 y 0.22 respectivamente)68. 
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Tabla 2. Distribución de frecuencias de los alelos Bg"N y Bg"O de la 
Jl,GPI en diferentes poblaciones. Modificada de la Ref.68. 

Población/ Lugar ___ __!!___. -----~g_"_N ___ _______ B_g_:_~-------
-EURÓPA ·- . 
Alemania 
Grecia 
Hungría 
Islandia 
Irlanda 
Reino Unido 
ASIA 
Irán 
Afganistán 
Pakistán 
India (Región Norte) 
India (Región Este) 
Filipina 
Corea 
A FRICA 
Mozambique 
Sureste de África 
SUDAMÉRICA 
Ecuador 

Bg"N: alelo Normal 
Bg"D: alelo Deficiente 

210 
157 
151 
97 
107 
381 

141 
210 
79 
108 
964 
88 
105 

151 
250 

90 

0.953 0.047 
0.924 0.076 
0.940 0.060 
0.940 0.060 
0.948 0.052 
0.941 0.059 

0.886 0.114 
0.876 0.124 
0.949 0.051 
0.954 0.046 
0.954 0.046 
0.937 0.063 
0.780 0.220 

0.742 0.258 
0950 0.050 

0.967 0.033 

Los individuos homoci9otos para el alelo Bg"N presentan niveles normales de 

fhGPI (160-300 ~19/mL), mientras que los heteroci9otos tienen una disminución en estos 

niveles (60-140 ~19/mL). Los niveles de fhGPI en los individuos homocigotos para el 

alelo deficiente están por debajo de los limites de detección69
• A pesar de lo anterior, es 

importante enfatizar que no sólo los factores genéticos contribuyen en la variación de 

los niveles séricos de la B2GPl67
• 

Además de la variación cuantitativa, también existe heterogeneidad en la 

estructura de la ~2GPI. El estudio genético de las apolipoproteinas, condujo a Kamboh 

et al a determinar diferencias estructurales de la lhGPI en la población estadounidense 
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de raza negra y blanca mediante isoelectroenfóque (IEE) seguido de 

inmunoprecipitación (IP) con un antisuero policlonal para identificar a la l\2GPl69
. La 

investigación de Kamboh, mostró que la variación estructural era de dos tipos: a) 

intraindividuo, también conocida como microheterogeneidad y que es el resultado del 

diferente grado de glicosilación de la proteina y b) interindividuo, ocasionada por 

sustituciones de aminoácidos y por tanto determinada genéticamente. De esta última 

variación, fue posible detectar cuatro variantes alélicas designadas como APOHº1, 

APOH*2, APOH*3, y APOH"4, resaltando que el alelo APOH*4 se encontró 

exclusivamente en la raza negra69
. Publicaciones posteriores de este grupo de 

investigadores han confirmado este singular hallazgo en la población nigeriana y en la 

población negra de Norteamérica7
0-

73
• Los datos obtenidos en el estudio de familias 

establecieron que el patrón de herencia seguido por los alelos es autosómico 

codominante. El polimorfismo estructural ha sido estudiado en otras poblaciones, en 

donde se encontró 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 evidenció una disminución en la frecuencia del alelo APOH* 1. En contraste 

con lo anterior, en los aborigenes Australianos se observó un incremento importante en 

la frecuencia del alelo APOH*1(0.13,Tabla 3) y una ausencia del alelo APOH*37
•. 

Además, en la población 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. 
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Tabla 3. Distribución de frecuencias de los alelos APOH"1, 2. 3 y 4 de la ¡\,GPI en diferentes 
poblaciones 

Población Alelos Fuente _____________ N ____ Aiio1h-
-APóti·2· . APOH"3 APOH"4 

- ·-------·-----

Blanca 
-Alemana 238 0.050 0.891 0.059 o Richter & Cleve (1988) 70 

-Tiroleses 196 0.059 o 882 0.067 o Richter & Cleve (1988) 
-Estadounidense 153 0.059 0.882 0.059 o Kamboh et al ( 1988) 
-Estadounidense 445 0.027 0.897 0.076 o Eichner et al (1989) 
-Estadounidense 661 0.059 0.868 o 073 o Sanghera et al ( 1997) 
Negra 
Nigeriana 356 0.011 0.897 0.071 0.021 Sepehrnia el al (1989) 
Nigeria na 771 0.008 0.879 o. 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) 
Asiática 
-China 872 0.031 0.900 0.069 o Saha ot al (1992) 77 

-lndú 179 0.061 0.866 0.073 o Saha et al (1992) 
-Filipina 91 0.055 0.923 0.022 o Saha et al (1992) 
-Malaya 17 0.088 0.882 0.029 o Saha ot al (1992) 

Aborigenes 66 0.130 0.870 o o Kamboh et al (1991) 
australianos 
Siberianos 113 0.013 0.788 0.199 o Kamboh et al (1996) 
Hispanos 444 0.043 0.915 0.027 0.016 Sanghera et al (1997) 

En 1995, Kamboh et al. informaron que el alelo APOH"3 tiene dos variantes: 

APOH*3w y APOH*38
. Lo anterior tiene como sustento el hecho de que la protelna 

producto del alelo puede o no ser reconocida por el anticuerpo monoclonal 3011 

al.hGPI. El 3011 sólo reconoce el producto del alelo APOH*3 y muestra reactividad 

preferentemente por la proteina de la raza blanca, por lo que al alelo que codifica para 

la (l,2GPI reconocida por el anticuerpo 3011 se le denomino APOH*3•, mientras que al 

alelo del producto no reconocido se le llamó APOH"38 por presentarse 

predominantemente en individuos de raza negra78
. La Tabla 4 muestra las frecuencias 

de los alelos APOH"3w y APOH"38 encontradas. Un hallazgo importante observado en 

el estudio fue que la (l,2GPI de algunos individuos homocigotos para el alelo APOH"3 no 
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presentaba unión con fosfollpidos aniónicos (CL o fosfatidilserina) y por lo tanto no 

podía actuar como cofactor de los aCL patogénicos. El estudio sugirió que el fenómeno 

era consecuencia de la presencia homocigota del alelo APOHª3w. 

Tabla 4. Detección de los alelos APOHª3w y APOH"38 por el anticuerpo monoclonal 3011 en 
individuos previamente identificados como portadores del alelo APOHª3 mediante el uso de un 

antisuero policlonal aíl.2GPI (fenotipos de APOH: 3-3, 3-2. 1-3. o 3-4) 

Población _ -·----, _________ '!.__ Co~ AP~H"_J:__!"loL~.!1-~.!'-~~:~"._(º.I.) 
Estadounidense blanca 66 59 (89) 7 (11) 
Estadounidense blanca no hispana2 85 69 (81) 16 (19) 
Estadounidense negra• 54 7 (13) 47 (87) 
Estadounidense negra& 46 7 (15) 39 (85) 
China• 25 25 (100) O (0) 
Africana negra• 10 O (O) 10 (100) 
Polinesia" 4 3 (75) 1 (25) 
Hispana& 33 23 (70) 1 O (30) 

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

5.9. Bases moleculares de los polimorfismos estructurales 

La variación cualitativa interindividuo de la B2GPI, 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 nucleótido 

(SNP's), son modificaciones en el ADN que consisten en el intercambio de una base 

nitrogenada por otra, mutaciones puntuales. Debido a que el código 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 B2GPI se han reportado 4 

mutaciones puntuales que alteran la información del codón correspondiente, resultando 

en el reemplazo de un aminoácido por otro. Los SNP's reportados hasta la fecha se 

encuentran en las posiciones 88. 247. 306 y 316 del gen de la B2GPl73
·
79

·
80 (Tabla 5). 
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Tabla 5. Polimorfismos de un solo nucleótido (SNP's) de la 1!2GPI. La tabla muestra la posición 
correspondiente de cada SNP en el gen y su ubicación en el respectivo dominio de la proteína, 

asi como el cambio de información que ocurre producto de la mutación. 

SNP Localización Dominio Reemplazo de 
base nitrogenada 

1• 8i(exón-3f -·---2·-----·--G_:;A ----
2" 247 (exón 7) 5º C-•G 
3• 306 (exón 8) 5º T -•C 
4• 316 (exón 8) 5º G-•C 

'Endonucleasa utilizada en la tipificación genética 
it: Sanghera el al. (1997) 
~:Steinkasserer el al. (1993) 

Reemplazo de 
aminoácido 

Enzima• 

-- --ser-.A.sn-- ---rsp so!fT 
Val---.Leu Rsa I 
Cys-•Gly Cv1J I 
Trp---.Ser BslB I 

Existe fuerte evidencia de que la mutación en la posición 88 es especifica para el 

alelo APOHª 173
. Esta mutación que sustituye el aminoácido 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 APOHª2. En 

este mismo estudio se encontró que la mutación en la posición 316 (Triptófano/serina) 

establece la diferencia entre el alelo APOHª3w y el APOH*2. Es oportuno sei'\alar que a 

pesar de los resultados de esta investigación, no se descarta que los alelos APOHª1 y 

APOHª3w puedan tener otras rnutaciones73
. 

5.10. Polimorfismo genético de la Pz-Gllcoproteina 1 y Slndrome anti-fosfolípldo 

El análisis de familias de pacientes con SaF ha evidenciado que el factor 

genético contribuye de alguna manera en la presentación de la enfermedad. Un estudio 

retrospectivo mostró que el 41% de los pacientes con SaFP, tenian uno o más 

familiares con evidencia de al menos una caracteristica clinica de SaF, corno trombosis 

o pérdida fetal recurrente. Para el caso de los pacientes con SaFS el resultado fue 

35%81
. Los familiares afectados fueron de sexo femenino principalmente (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 B2 GPI 

podian afectar su unión a FL aniónicos (CL o fosfatidilserina). Las mutaciones 

responsables del fenómeno se localizaron en las posiciones 306 (Cys-•Gly) y 316 

(Trp-->Ser), ambas en el quinto dominio. La l.hGPI de los individuos homocigotos para 

cada mutación o heterocigotos para ambas mostró incapacidad para unirse con FL 

aniónicos82
. Los autores proponen que esto se debe a que la mutación Ser316 afecta la 

unión de tipo hidrofóbica entre la l.\iGPI y las cadenas hidrocarbonadas del FL, ya que 

involucra la inserción de un aminoácido polar (serina) en la secuencia apelar 313-316 

(Leu-Ala-Phe-Trp) que presumiblemente interviene en las interacciones no polares 

entre las dos moléculas. Por otro lado, la mutación en la posición 306 parece afectar la 

configuración normal del quinto dominio debido a que ocasiona la substitución del 

aminoácido cisteina, el cual forma un puente disulfuro con su homólogo de la posición 

281, que pertenece al sitio de unión al FL (281-288). Ahora bien, debido a que la unión 

de la B2GPI a FL aniónicos es un evento necesario para el reconocimiento de los aCL 

presentes en pacientes con SaF, la variación genética de la B2GPI descrita, que impide 

la unión de los FL con la proteína, afectará negativamente la producción de los aCL. 

Este fenómeno fue examinado en 222 pacientes con LEG, comprobándose que la 

distribución del polimorfismo 316 Trp/Ser fue significativamente diferente en aquellos 

pacientes con aCL positivos de los pacientes aCL negativos, lo que sugiere una 

probable protección contra la producción de aCL por parte del alelo mutante en la 

posición 316. A diferencia de lo anterior, la presencia de aB2GPI no se asoció con 

ningún polimorfismo en estos pacientes83
• 
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Por otro lado, el polimorfismo en la posición 24 7, que involucra a los 

aminoácidos valina y leucina (Figura 3), se encuentra entre el sitio de unión al FL y la 

región que expone el epitopo criptico. Este polimorfismo ha sido estudiado en pacientes 

con SaF de las poblaciones asiáticall-4, caucásica79 ·B-4·65 y negra americanaB-4, 

destacando que a diferencia del polimorfismo estructural, el polimorfismo en la posición 

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

Valina (V) Leucina (L) 

H O 
1 11 

/N'cH_.....c, 

c1H 
H3C......- 'CH3 

Figura 3. Aminoácidos involucrados en el polimorfismo de la posición 247 del gen de la B, -
Glicoproteina l. 

En 1999, un estudio multicéntrico en donde se analizó a los pacientes con SaFP 

y SaFS como una población homogénea, reportó que la presencia del alelo valina y el 

genotipo val/val estaban asociados significativamente con la presencia de anticuerpos 

alhGPI en pacientes con SaF de origen asiático (p=0.0018 y 0.0003, 

respectivamente)64
. En este mismo estudio, Hirose et al no encontraron asociación 

alguna en las poblaciones negra y caucásica. No obstante, Atsumi et al informaron la 

existencia de correlación entre el alelo valina y pacientes caucásicos con SaFP y 

presencia de anticuerpos aCL. En este último estudio se analizaron también los 
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polimorfismos en las posiciones 88 y 316, ambos carecieron de correlación con la 

enfermedad o la presencia de aCL85
• 

Tabla 6. Distribución alélica y genotlpica del polimorfismo de la B2GPI en la posición 247 en 
diferentes poblaciones. 

P"'"o_,b,-,-la-c-,1-:ó-n--------w 

-Caucásica 0.58 
-Caucásica 0.43 
-Caucásica 
-Africana americana 
-Asiática 

0.15 
0.04 

Genotipo 
VL 

0.35 
0.49 

0.61 
0.40 

Alelos ..:e· · - __ v ______ t:_ · f:uenie 
0.06 O. 76 0.24 Ste1nkasserer ot al 
0.08 0.68 0.32 Hirose el al 

0.24 
0.56 

0.71 0.29 Atsumi el al 
0.46 0.54 Hirose et al 
0.24 0.76 Hirose et al 
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6. Materiales y Métodos 

Las muestras de suero y sangre total anticoagulada (con EDTA o heparina) se 

obtuvieron de pacientes con diagnósticos de SaF o SaF/cofactor en sus variantes 

primaria y asociada a LEG, que acuden a la consulta de Inmunología y Reumatologia 

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. Las muestras 

de los individuos utilizados como controles se obtuvieron del banco de sangre del 

mismo Instituto. Todos los individuos evaluados pertenecen a la población mestiza 

mexicana. 

6.1. Sujetos de estudio 

Individuos sanos (106): Sujetos cllnicamente sanos de ambos sexos entre 18 y 

50 años de edad en cuyos sueros los exámenes de laboratorio para slfilis, hepatitis B y 

VIH resultaron negativos. 

Pacientes con slndrome anti-fosfollpido primario (27). Individuos que reúnen los 

criterios de clasificación propuestos en 1989 por Alarcón-Segovia y Sánchez­

Guerrero 10. (ver apéndice 11) 

Pacientes con slndrome anti-fosfo/lpido secundario asociado a lupus 

eritematoso generalizado (40). Individuos que reúnen los criterios de clasificación 

propuestos por Alarcón-Segovia et al 11
• (ver apéndice 11) 

Pacientes con slndrome anti-fosfollpido/cofactor primario (12). Individuos que 

reúnen los criterios de clasificación propuestos por Cabral et afB. (ver apéndice 11) 
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Pacientes con sindrome anti-fosfollpido/cofactor secundario asociado a lupus 

eritematoso generalizado (7). Individuos que reúnen los criterios de clasificación 

propuestos por Alarcón-Segovia et af9
• (ver apéndice 11) 

6.2. Aislamiento del ADN genómico 

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%, MgCl2.6H20 5mM, Tris HCI 12 mM pH 

7.5) y se agitó suavemente. Posteriormente se centrifugó a 1200 g durante 10 minutos 

a Temperatura ambiente (TA). El sobrenadante se decantó y el botón resultante se 

resuspendió utilizando 20 mL de amortiguador de lisis. Nuevamente se centrifugó a 

1200 g durante 10 minutos a TA. El botón fue resuspendido en 160 ¡1L de amortiguador 

5X de Proteinasa K (NaCI 0.375 M, EDTA 0.12 M pH 8.0), 40 µL de Proteinasa K. 40 

µL de SOS 20% y 560 ¡1L de agua destilada desionizada (H20dd). y se incubó 2 horas a 

55ºC. Posteriormente, se adicionaron 200 ¡1L de NaCI 6 M , se agitó vigorosamente 30 

segundos y se centrifugó a 13000 g por 1 O minutos. Se trasvasó el sobrenadante a un 

tubo de 1. 7 mL y se centrifugó dos veces más a 13000 g 1 O minutos. El ADN se 

precipitó con 900 ¡1L de Etanol absoluto a TA. 
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6.3. Condiciones de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) semi-anidada 

La amplificación del fragmento de ADN que presenta el polimorfismo en la 

posición 247 se realizó mediante un ciclo de amplificación con los oligonucleótidos 1F 

(5'GTGTAGGTGTACTCATCTACTGTGT3') y 1R (5'CACCATGTAGCATTCCA TTC3') y 

una re-amplificación del producto con el oligonucleótido interno 2R 

(5'CTCTCCTTGGTACAC CACAGTGGC3') y el complementario igual al que dio origen 

al primer producto de la amplificación83
. El producto de la primera amplificación fue una 

secuencia de 193 pb, mientras que en la segunda amplificación se obtuvo un fragmento 

de 147 pb (ver Figura 4). 

La PCR se realizó en un volumen de 100 ~ll que consistió de 2 µM de cada 

iniciador (1F y 1 R), 200 nM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl2, 10 ~il de amortiguador de 

reacción 10X (amortiguador de Tris-HCI 100 mM pH 9.0, KCI 500 mM, Tritón X-100 al 

1%) y 5 mL de DMSO al 5%. El volumen final se obtuvo adicionando agua tratada con 

dietilpirocarbonato (H20 DEPC). Después de la primera desnaturalización a 95 ºC 

durante un minuto, se adicionaron 2.5 unidades de Taq ADN polimerasa (Promega), 

dejando la reacción a esta temperatura por cuatro minutos más. Los parámetros de 

amplificación fueron 35 ciclos de la siguiente manera: desnaturalización a 94ºC por 2 

minutos, acoplamiento de los iniciadores a 52ºC por 1 minuto y extensión a 72ºC por un 

minuto. El último paso fue una incubación de 1 O minutos a 72ºC para permitir que se 

completaran todas las amplificaciones que quedaron inconclusas. Para la PCR de la re­

amplificación se utilizaron las mismas concentraciones de reactivos pero con las 

siguientes modificaciones: los iniciadores empleados fueron el 1F y el 2R. La re­

amplificación consistió de 20 ciclos con las siguientes caracteristicas: desnaturalización 
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a 94ºC por un minuto, acoplamiento de los iniciadores a 56ºC por un minuto y extensión 

a 72ºC por un minuto, con el último paso de incubación de 10 minutos a 72ºC. Tanto la 

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

6.4. Identificación del polimorfismo en la posición 247 por digestión con la enzima 

de restricción Rsa 1 

Veinte µL del producto final de la reacción de re-amplificación fueron digeridos 

con 30 unidades de Ja enzima de restricción Rsa 1 (Gibco BRL) por 2 horas a 37°C. El 

volumen final de la reacción fue 50 µL, conteniendo además de Jo anterior, 5 µL de 

amortiguador 10X ( Tris-Hcl 50 mM pH 8.0. MgCl2 10 mM) y H10 destilada y 

desionizada (H20dd). Posteriormente, 15 ¡1L 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, ácido bórico 890 mM y EDTA 20 mM pH 8.0) que contenla 

bromuro de etidio al 0.05%. El gel se observó en un transiluminador de luz ultravioleta. 
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Estrategia utilizada para determinar el genotipo correspondiente en la posición 
247 del gen de la ll2GPI 

Reacción en cadena de la polimerasa-Fragmentos de restricción polimórfica 
PCR-RFLP 

(del ingles, polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) 

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

ADN total 

INTRÓN 6 EXÓN7 

Región de ADN a estudiar: 

lntrón 6 Exón 7 

805 817 855 901 

1 
Sitio polimórfico: 

Citosina (leucina) / Guanina (valina) 
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1) PCR semi-anidada 

Iniciadores: 

Nombre Secuencia --------------
1 F 5'GTGTAGGTGIACTCATCTACTGTGT3' 
1R 5'CACCATGTAGCATTCCA TTC3' 
2R 5'CTCTCCTTGGIACAC CACAGTGGC3' 

t,Jblca~--­
(dentro del intrón 6) 
882-901 
832-855 

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

• Amplificación 

1F 193 pb 

~ -------------------------------------------
~ 1 

1R 

• Re-amplificación 

1F ~ ----------------~4!pp _____________ _ 

2R 

2) Digestión con la enzima de restricción Rsa 1 

lt t. t. 
100pb 26 pb 

126 pb 

Figura 4. Representación esquemática de la estrategia utilizada en la determinación genotipica. 
La posición 817 del fragmento de ADN estudiado aparece en rojo marcando la posición 
genómica donde se presenta el polimorfismo y el posible sitio de restricción. 1) Reacción de 
PCR. 2) Digestión enzimática; se muestran con flechas los lugares de reconocimiento de la 
enzima Rsa l. La presencia de Guanina (valina) en dicha posición origina productos de 100 pb 
porque la secuencia es reconocida por la Rsa 1, mientras que con la presencia de Citosina 
(leucina), al no haber reconocimiento, se obtienen fragmentos de 126 pb. 

•secuencia de reconocimiento de la Rsa 1: GTAC 



6.5. ELISA para la detección de anticuerpos aCL y aB2GPI. 

La detección de la actividad anti-CL isotipos lgG e lgM y anti-l.l.2GP-1 isotipos lgG e 

lgM se hizo mediante ensayos inmunoenzimáticos (ELISA) con equipos comerciales (The 

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

6.6. ELISA para la detección de anticuerpos anti- cardiolipina "verdaderos". 

Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Nunc lnc, Danemark 97F 4-

39454) con 50 ¡1L de CL (SIGMA Chemicals Co, SI Louis MO.) a una concentración de 50 

mg/ml, disueltos en alcohol etllico (J. T. Baker). El etanol se evaporó con nitrógeno gas 

durante 30 minutos aproximadamente, cambiando de posición la placa para que el 

nitrógeno impactara directamente sobre los pozos. Una vez que se evaporó el etanol, se 

bloquearon los sitios inespecificos con 350 µL de una solución al 1.5 % de albúmina 

sérica bovina (SIGMA) en PBS (NaCL 0.15M, Na2HPO. 0.01M, KH2P04 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 golpeándolas contra una superficie absorbente y 

se guardaron toda la noche a 4 ºC. Las diluciones de los sueros (1:100) se hicieron en 

ASB al 1.5 % y se congelaron toda la noche. A la mañana 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 µL de cada muestra por duplicado en los pozos de 

las placas sensibilizadas. La aplicación de las muestras se hizo en el menor tiempo 

posible ya que la incubación 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 

mencionó anteriormente. El anticuerpo anti-humano conjugado con la enzima fosfatasa 
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alcalina especifico contra lgG o lgM (anticuerpo anti-cadenas y o µ humanas de SIGMA) 

se diluyó 1:10 000 en ASB 1.5%. Las placas con el conjugado se incubaron por una hora 

a TA, en la obscuridad. Transcurrida la incubación se hicieron tres lavados como se 

mencionó y se agregaron 200 µI por pozo del sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato, 

SIGMA) a una de concentración de 1 mg/ml disuelto en solución amortiguadora de 

dietanolamina (J. T. Baker) al 10% y 0.0005 M de MgCl2 (J.T. baker) pH 9.8. Las placas 

con el sustrato se incubaron a 37°C una hora en la obscuridad y posteriormente se midió 

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

352, Labsystem, Dynmark). 

6.7. Análisis estadístico 

La comparación de los resultados de las frecuencias alélicas y genollpicas entre 

los diferentes grupos estudiados se realizó con el estadlstico de prueba Ji cuadrada (x.2) 

(ver apéndice 1). Para los casos dónde las frecuencias esperadas obtenidas con el 

cálculo del estadlstico x.2 que tenlan un valor inferior a 5 excedian el 20%, se utilizó 

como estadístico la prueba exacta de Fisher empleando el programa informático SPSS 

versión 10.0 (ver apéndice 1). En las dos pruebas mencionadas los valores de p<0.05 se 

consideraron estadlslicamente significativos, y en estos casos se calculó el Riesgo 

relativo aproximado (RRa) (ver apéndice 1). 
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7. Resultados 

7.1. Análisis descriptivo de las frecuencias alélica y genotípica del 
polimorfismo247 del gen de la l\zGPI 

Se determinó el genotipo correspondiente a la posición 247 del gen de la Jl2GPI 

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 5 

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

147-0 

124 .• 
110 •. 

PM R LL VL w 

Figura 5. Fotografía del gel de agarosa 1.25%, en donde se 
muestra el patrón electroforético de los tres posibles genotipos del 
polimorfismo de la posición 247 del gen de la fl,GPI (ll. VL y W). 
R: producto de la re-amplificación sin digerir. 
PM: marcador de pesos moleculares {pb). 

De acuerdo con la estrategia empleada, los fragmentos de ADN de individuos 

homocigotos que presentaban el codón correspondiente al aminoácido 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 



aminoácido Valina (W) en el codón correspondiente, migraron formando una única 

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 genotlpicas y 

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

alelos por locus. 

7.1.1. Sujetos sanos 

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

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

Tabla 7. Frecuencias genotlpicas y 
alélicas en mujeres sanas (n=77) 

Genotleo Casos Frecuencia 
w 10 0.13 
VL 39 0.51 
LL 28 0.36 
Alelo 
V 59 0.38 
L 95 0.62 

La edad promedio de los sujetos fue 
31± 8 años. 

Tabla 8. Frecuencias genotlpicas y 
alélicas en hombres sanos (n=29) 

Genotipo 
w 
VL 
LL 
Alelo 
V 
L 

Casos 
4 
16 
9 

24 
34 

Frecuencia 
0.14 
0.55 
0.31 

0.41 
0.59 

La edad promedio de los sujetos fue 
28± 7 años. 

Debido a que no se encontró diferencia significativa (a.=0.876 y 0.683 en genotipo y 

alelo, respectivamente) entre el grupo de individuos sanos de sexo femenino y su 

homólogo de sexo masculino, la población sana se considero como una sola. Los 

resultados se presentan a continuación: 
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Tabla 9. Frecuencias genotípicas 
y alélicas en sujetos sanos (n=106) 

_G_e_n_o_tip_o_C_<1_J¡_Qs_Frecut:l_ncia 
vv 14 0.13 
VL 55 0.52 
LL 37 0.35 
Alelo 
V 
L 

83 
129 

0.39 
0.61 

Figura & 

Distribución de frecuencias del genotipo 
en sujeto sanos 

0.7 
0.6 
0.5 

F 0.4 
rec. 0.3 

0.2 
0.1 

O· .. 
vv VL LL 

Geno~po 

Con las frecuencias alélicas se calcularon las frecuencias teóricas esperadas de 

acuerdo con el Equilibrio Hardy-Weinberg86
• Los resultados de este cálculo para los 

genotipos W, VL y LL fueron 0.15, 0.48 y 0.37, respectivamente. 

La distribución de frecuencias del genotipo muestra que el estado homocigoto más 

frecuente en la población mestiza mexicana sana estudiada fue LL (0.35). 

Consecuentemente con lo anterior el alelo L se presenta con mayor frecuencia en dicha 

población (0.61). Con base en estos hallazgos se dedujo que el alelo silvestre para la 

posición 247 del gen de la p2GPI en dicha población codifica para Leucina. 

7 .1.2. Pacientes con SaF 

La distribución de frecuencias del genotipo de la población total de pacientes 

estudiados fue la siguiente: 
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Tabla 10. Frecuencias genotípicas 
y alélicas en pacientes con SaF (n=86) 

.~enotipo_Gas9_i;_Er~cuel)cia _ 
w 14 0.16 
VL 42 0.49 
LL 30 0.35 
Alelo 
V 
L 

70 
102 

0.41 
0.59 

Figura 7 

Distribución de frecuencias del genotipo 
de pacientes con SaF 

0.7 
0.6 
0.5 

Free. º·4 
0.3 
0.2 
0.1 

O· -vv VL LL 
Genobpo 

La gráfica presenta un patrón de distribución 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 último 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 genotlpica y alélica de estos, se muestran en la 

Tabla 11 y Figura 8. 

Tabla 11. Frecuencias genotipicas 
y alélicas en pacientes con SaFP (n=27) 

_G_e..rururuL..._C_;¡isos Frecuencia_ 
w 5 0.18 
VL 15 0.56 
LL 7 0.26 
Alelo 
V 
L 

25 
29 

0.46 
0.54 

Figura 8 
Distribución de frecuencia• del genotipo de 

paciente• con SaFP 
0.7 
0.6 

0.5 
0.4 

Free. 
0

_
3 

0.2 
0.1 

O· • vv VL LL 

Genobpo 
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Nuevamente. el análisis descriptivo de los resultados muestra que el patrón de 

distribución que se observa en la gráfica, es similar al obtenido con los resultados de los 

sujetos sanos, aunque debe advertirse un ligero incremento en la frecuencia del 

genotipo W y una disminución en la frecuencia del genotipo LL. 

7 .1.4. Pacientes con SaF/C Primario (SaF/CP) 

Los resultados obtenidos con los pacientes con SaF/CP se muestran en fa Tabla 

12. 

Tabla 12. Frecuencias genotipicas 
y alélicas en pacientes con SaF/CP 
Cn=12l 
_G.e.n.olip_o_G._él.s.~ F rec_uenga_ 
vv 4 0.33 
VL 5 0.42 
LL 3 0.25 
Alelo 
V 
L 

13 
11 

0.54 
0.46 

Flgur• 9 
Distribución de rr.cuencl•• del genotipo de 

pacientes con SaF/CP 
0.7 
0.6 
0.5. 

o.• 
Free. O.J. 

0.2. 

0.1. l. 
o •.. 

vv VL LL 

Genotipo 

Como puede observarse, el patrón de distribución 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 más frecuente, el número de individuos con genotipo W 

(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 SaFS la distribución de los genotipos se muestra en 

la Tabla 13 y Figura 10. 
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Tabla 13. Frecuencias genotlpicas 
y alélicas en pacientes con SaFS 
(n=40) 

_G_eoQ.tipo ___ Ca.!>.os __ E~ec!J_enci;i_. 
w 5 0.13 
VL 17 0.43 
LL 18 0.45 
Alelo 
V 
L 

27 
53 

0.34 
0.66 

Figur;o 10 
Distribución do frecuencias dol genotipo de 

paclontos con SaFS 
07 

06 

05 
04 

Free. 
0 3 

0.2 
0.1 

o 
vv VL LL 

Genotipo 

El análisis descriptivo muestra que el patrón de distribución 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 más 

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 patrón de distribución de frecuencias genotípicas se muestra en la 

Figura 11. 

Tabla 14. Frecuencias genotípicas 
y alélicas en pacientes con SaF/CS 
(n=7) 

G!!DQtipQ Casos Frecuencia 
w o 0.00 
VL 5 0.71 
LL 2 0.29 
Alelo 
V 5 0.36 
L 9 0.64 

Figura 11 
Distribución do frecuencias del genotipo de 

pacientes con SaFICS 
0.7 .· 

0.6 

0.5 
0.4 

Free. O.J 

0.2 
0.1 

o. -vv VL LL 
Genobpo 
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En comparación con los sujetos sanos, el patrón de distribución de frecuencias de los 

genotipos en pacientes con SaF/CS no muestra diferencia, sin embargo debe advertirse 

que el número de estos pacientes es muy reducido. 

7.2. Análisis del polimorfismo del gen de la f\zGPI en la posición 247 en los 
pacientes con SaF. 

La tabla 15 muestra el análisis de los resultados obtenidos en cada variante del SaF. 

De acuerdo con el análisis estadístico no existe diferencia en la distribución genotlpica 

entre los grupos estudiados (a=0.420 y 0.358 para genotipo y alelo, respectivamente), 

es decir, el genotipo y la población son variables independientes. Sin embargo, existe 

una sobreestimación de la prueba x.2 debido a que el 40% de las frecuencias esperadas 

presentaron un valor inferior a 5. Debido a lo anterior, se realizó la comparación de los 

resultados obtenidos en cada variante versus los sujetos sanos. Dichas comparaciones 

confirmaron que en ninguna variante del SaF las frecuencias observadas son 

significativamente diferentes a las observadas en los sujetos sanos. Sin embargo, 

mientras que el análisis de los resultados de pacientes con SaFP (a=0.605 y 0.340 para 

genotipo y alelo, respectivamente), SaFS (u=0.518 y 0.396 para genotipo y alelo, 

respectivamente) y SaF/CS (p=0.594 y 1.000 para la comparación de VV versus VL+ll 

y LL versus VL+W, respectivamente) mostraron un comportamiento similar, la variante 

SaF/CP presentó una tendencia de asociación con el genotipo W (p=0.086 y 0.749 

para la comparación de W versus VL +LL y LL versus VL +W, respectivamente) 
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Tabla 15. Comparación de la distribución de frecuencias de cada grupo de pacientes con el 
grupo de sujetos sanos 

Frecuencia 
saños-ffOif) -saF-fiT27f ____ saF'icP-(121 saFs 14of-- saFics-¡if 

Genotipo 
w 0.13 0.18 0.33 o 13 000 
VL 0.52 0.56 0.42 o 43 0.71 
LL 0.35 0.26 0.25 o 45 0.29 

u=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 

u=0.358 
40.0% de las f.e. en la prueba x.2 del genotipo tuvieron un valor menor a 5. Para la 
comparación alélica el porcentaje fue 0.0%. 

7.3. Análisis del polimorfismo del gen de la l\2GPI en la posición 247 y la 
producción de autoanticuerpos en el SaF. 

Aunque se determinó el genotipo correspondiente en 86 pacientes con SaF. 

solamente fue posible evaluar la presencia de autoanticuerpos en 65 de los mismos ya 

que únicamente se consiguió las muestras séricas de estos últimos pacientes. No 

obstante. el número de pacientes evaluados serológicamente en los cuatro grupos de 

pacientes es representativo de la población correspondiente a cada grupo. A este 

respecto, el número de pacientes con SaFP a los que se determinó la presencia de 

anticuerpos fue 21, si consideramos que el total de pacientes con SaFP es 27, entonces 

se analizó al 78%. En el caso del SaFS, el porcentaje de pacientes evaluados fue 63% 

(25/40). En los grupos de pacientes con SaF/CP y SaF/C se evaluó al 100% de la 

población (12/12 y 717, respectivamente). 
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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 ll2GPI, los resultados de la detección de dichos 

anticuerpos se muestra en la Tabla 16. 

Tabla 16. Pacientes con SaF y verdaderos anticuerpos aCL 

Enfer_'!!eda!l __ _!1 _______ 19~_ ("/!}____ _ _19!1'l°i!_) __ 
SaFP 21 100% 100% 
SaF/CP 12 83% 83% 
SaFS 25 100% 100% 
SaF/CS 7 86% 100% 

Valores normales= lgG: 0.11 DO, lgM: 0.07 DO. 

7.3.2. Anticuerpos anti-cardiolipina dependientes de lhGPI (aCL) 

En cada variante del SaF los resultados de la detección de aCL por isotipo fueron 

agrupados en cinco categorlas: 1) pacientes con aCL lgG(+), 2) pacientes aCL lgG(-), 

3) pacientes con aCL lgM(+), 4) pacientes aCL lgM(-), y 5) pacientes con aCL lgG(+), 

lgM(+). 

7.3.2.1. SaFP 

Como se muestra en la Tabla 17, no se encontraron diferencias significativas 

entre las diversas categorías del grupo de pacientes con SaFP. Sin embargo, la 

frecuencia de pacientes con aCL lgG(+) e lgM(+) y genotipo W se observó 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 

------Sanos (106f -_______ .. __ 

Genotipo 
w 0.13 
VL 0.52 
LL 0.35 

Alelo 
V 
L 

0.39 
0.61 

(+) (15) 
0.27 
0.53 
0.20 

0.53 
0.47 

Frecuencia 
. ··-Padentes con SaFP (2-1) 

lg~ ___ _L _______ _!g...., ______ _j___lgº .,_19~--
(-) (6) (+) (16) (-) (5) (10) 
0.17 0.25 0.20 o 30< 
0.50 0.44 0.80 o 40 
0.33 0.31 0.00 o 30° 

u=0.709 

0.42 
0.58 

u=0.441 

0.47 
0.53 

0.60 
0.40 

o 50 
o 50 

En la prueba x.2 las f.e.<5 fueron el 61% en el caso de genotipos y el 8.3% en alelos 
e p=0.163 para la comparación de W versus VL +LL en pacientes con aCL lgG e lgM versus 
sujetos sanos. 
• p=1.000 para la comparación de LL versus VL +W en pacientes con aCL lgG e lgM versus 
sujetos sanos. 
Los resultados de todas las demás comparaciones con la prueba exacta de Fisher tuvieron 
valores p >0.236 

7 .3.2.2. SaFS 

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

Frecuencia 
Sanos (106) Pacientes con Saí=S (25) 

lgG 1 IQM l9Gel9~ 
Genotipo (+) (18) H (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 
V 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.2 las f.e.<5 fueron el 50% en el caso de genotipos y 0.0% en alelos. 
ª p=0.741 para la comparación de LL versus VL+W en pacientes con aCL lgG e lgM versus 
sujetos sanos. 
p=1.000 en las comparaciones de presencia versus ausencia de aCL lgG en pacientes con 
SaFS (W versus VL+LL y LL versus VL+W). 
p=1.000 en las comparaciones de presencia versus ausencia de aCL lgM en pacientes con 
SaFS (W versus VL+LL y LL versus VL+W). 
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Como se puede ver en la Tabla 18, no se observó correlación de algún genotipo en 

particular y la presencia de aCL de isotipo lgG o lgM en los 25 pacientes con SaFS 

evaluados serológicamente. 

7.3.2.3. SaF/C primario y SaF/C Secundario 

No se detectaron aCL dependientes de ll2GPI séricos. 

7.3.3. Anticuerpos anti-ll2GPI (al~2GPI) 

El análisis de correlación con la presencia de afüGPI en cada variante del SaF se 

muestra en los siguientes apartados. 

7.3.3.1. SaFP 

21 pacientes con SaFP fueron evaluados para detectar all2GPI de isotipo lgG. 

Tabla 19. Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas en pacientes con SaFP y 
presencia de autoanticuerpos aP,GPI. 

Frecuencias 
----------------~Pacientes con Sa-FP (21) 

Genotipo 
w 
VL 
LL 

Alelo 
V 
L 

Sanos 

0.13" 
0.52" 
0.35" 

0.39' 
0.61' 

aP,GPI (+) (15) aJ}zGPI (-) (&) 

0.331 

0.40 
0.27º 

o.=0.145 

0.53 
0.47 

o.=0.335 

0.00 
0.83 
0.17 

0.42 
0.58 

En la prueba x2 las f.e.<5 fueron: 55.5% en genotipos y 16.6% en alelos. 
'p=0.262 para la comparación de VV versus VL+LL en pacientes con aP2(3PI 
lgG versus pacientes sin aP,GPI. 
0 p=1.000 para la comparación de LL versus VL+VV en pacientes con aP,GPI 
lgG versus pacientes sin aJ},GPI. 
" o.=O. 134 para la comparación del genotipo de pacientes con aJ3,GPI y sujetos 
sanos (f.e.<5=16.6%) 
'o.=0.139 para la comparación alélica de pacientes con aP,GPI y sujetos sanos 
(f.e.<5=0.0%) 



No se encontraron diferencias significativas en la distribuciones de frecuencias 

genotípicas y alélicas de los sujetos sanos y de los pacientes con SaFP con 

7 .3.3.2. SaF/CP 

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

Tabla 20. Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas en pacientes con SaF/CP y 
presencia de autoanticuerpos a¡l;,GPI 

Sanos 
Genotipo 
w 0.13 
VL 0.52 
LL 0.35 

Alelo 
V 0.39 
L 0.61 

Frecuencias 
Pacientes-con saF/CP (f2f- -- -- -

all;,GPI (+) (9) aJl,GPI (-) (3) 

10.44m 
'0.44 
'0.11" 

a=0.078 

10.67° 
0.33 

a=0.035 

0.00° 
0.33 
0.67 

0.11• 
0.83 

En la prueba x.2 las f.e.<5 fueron: 66.6% en genotipos y 33.3% en alelos. 
J p=0.033 para la comparación de VV versus VL+LL en pacientes con aP.,GPI 
lgG versus sujetos sanos. 
• p=0.268 para la comparación de LL versus VL+VV en pacientes con aP,GPI 
lgG versus sujetos sanos. 
1 p=0.022 para la comparación de V versus L en pacientes con aP,GPI lgG 
versus sujetos sanos. 
m p=0.491 para la comparación de VV versus VL+LL en pacientes con aP.,GPI 
lgG versus pacientes sin aP,GPI. 
"p=0.127 para la comparación de LL versus VL+VV en pacientes con aP,GPI 
lgG versus pacientes sin aP,GPI. 
0 p=0.061 para la comparación de V versus L en pacientes con aP,GPI lgG 
versus pacientes sin aP,GPI. 
0 p=1.000 para la comparación de VV versus VL+LL en pacientes sin aP.,GPI 
lgG versus sujetos sanos. 
• p=0.410 para la comparación de V versus L en pacientes sin a~l,GPI lgG 
versus sujetos sanos. 
'p=0.739 para la comparación de VL versus VV+LL de pacientes con aP,GPI 
versus sujetos sanos 
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De acuerdo con Jos resultados obtenidos con la prueba x2
• no existe diferencia 

significativa en la distribución del genotipo entre las poblaciones de individuos sanos y 

de sujetos con o sin anticuerpos aJl2GPI (u=0.078). La distribución alélica si mostró 

diferencia entre las poblaciones arriba mencionadas (u=0.035). Sin embargo, debe 

tenerse en cuenta que los dos resultados de la prueba x.2 están sobreestimados debido 

a que el porcentaje de frecuencias esperadas calculadas para la obtención del 

estadístico de prueba superan el 20%, por Jo que se analizaron los datos con Ja prueba 

exacta de Fisher. Esta prueba mostró que existe diferencia significativa entre los 

resultados obtenidos con sujetos sanos versus pacientes con SaF/CP que tienen 

afl2GPI lgG(+). Esta diferencia estuvo asociada a la presencia del genotipo VV y al alelo 

V, es decir, el grupo de pacientes con SaF/CP con aJl2GPI 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 aJhGPI no 

presentaron diferencia significativa en la distribución de frecuencias alélica y genotlpica 

cuando se compararon con los controles sanos (p=1.000 y p=0.410, respectivamente). 

Tampoco se encontró diferencia significativa en la frecuencia del genotipo VL cuando 

se comparó el grupo de los sujetos sanos con el grupo de pacientes con SaF/CP y 

alhGPI (p=0.739). 

Es importante mencionar que los tres pacientes con SaF/CP que fueron aJl2GPI lgG(-) 

tuvieron alhGPI lgM(+). 
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7 .3.3.3. SaFS 

El análisis de los 25 pacientes con SaFS se muestra en la Tabla 21. No se 

observó diferencia significativa en la distribución de frecuencias del genotipo o alelo 

entre sujetos sanos y pacientes con o sin presencia de a¡l2GPI de isotipo lgG. 

Tabla 21. Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas en pacientes con SaFS en 
relación con autoanticuerpos aJ1,GPI. 

Frecuencias 
------------------~Pácie-níes-coil.sa"Fs _________ _ 

Genotipo 
w 
VL 
LL 

Alelo 
V 
L 

Sanos 

0.13 
0.52 
0.35 

0.39 
0.61 

a[l,GPI (+) (10) afl,GPI (-) (15) 

0.10• 
o.so 
0.401 

u=0.893 

0.35 
0.65 

a=0.604 

0.07 
0.47 
0.47 

0.30 
0.70 

En la prueba x2 las f.e.<5 fueron: 33.3% en genotipos y 0.0% en alelos. 
• p=1.000 para la comparación de VV versus VL +LL en pacientes con a[l,GPI 
lgG versus pacientes sin a1'7GPI. 
1 p=1.000 para la comparación de LL versus VL+W en pacientes con aP,GPI 
lgG versus pacientes sin a1'7GPI. 

7.3.3.4. SaF/CS 

No se observó diferencia significativa en la distribución de las frecuencias alélicas 

entre los pacientes con SaF/CS con alhGPI positivos y los pacientes sin dichos 

anticuerpos. Tampoco se encontró diferencia al comparar las frecuencias de los alelos 

de pacientes con SaF/CS con af32GPI y los sujetos sanos. 
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Tabla 22. Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas en pacientes con SaF/CS en 
relación con autoanticuerpos af1·1GPI. 

Frecuencias --·------------------ -Padentes con-i!fai=ic~;-cif ____ _ 
Sanos aJl,GPI (+) (4) aJl,GPI (-) (3) 

Genotipo 
w 0.13 0.00 0.00 
VL 0.52 0.75 0.67 
LL 0.35 025 0.33 

a=0.821 
Alelo 
V 0.39 v0.38" 0.33 
L 0.61 0.62 0.66 

Ct=0.956 
66.6% de las f.e. en la prueba x' del genotipo y alelo tuvieron un valor menor a 5. 
En la comparación genotipica de las dos categorías 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. 
u p=1.000 para la comparación de V versus L en pacientes con aP,GPI lgG 
versus pacientes sin aJ12GPI. 
v p=1.000 para la comparación de V versus L en pacientes con aP,GPI lgG 
versus sujetos sanos. 

7.3.3.5. Variantes primarias 

Debido a la correlación encontrada con el alelo V y su estado homocigoto (VV) y 

la producción de anticuerpos aJ}zGPI en pacientes con SaF/CP (Tabla 20), y el valor 

cercano a la significatividad en lo referente a dicho análisis en los pacientes con SaFP 

(a=0.134, Tabla 19), se investigó si la correlación mencionada se mantenia al analizar 

juntos a los pacientes con SaFP y SaF/CP con anticuerpos ap2GPI, es decir, todos los 

pacientes con SaF que presentan el padecimiento como una entidad primaria y cuyos 

sueros tienen títulos altos de aP2GPI. El análisis de los resultados reveló que las 

distribuciones de frecuencias de los sujetos sanos y los pacientes con y sin aP2GPI son 
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significativamente diferentes (a=0.031 y a=0.038 para genotipo y alelo, 

respectivamente). El resultado de la prueba exacta de Fisher para variables agrupadas 

confirmó la asociación del genotipo homocigoto para valina con la producción de 

afüGPI, {p=0.014 y 0.039 en la comparación con sujetos sanos y pacientes sin all2GPI. 

respectivamente), y mostró 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 posición 247 del gen de la Jl2GPI podria influir de manera similar en la producción de 

los autoanticuerpos a¡hGPI en las dos variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) 

Debe destacarse que el 100% de los pacientes portadores del genotipo VV presentó 

títulos altos de aJhGPI. 

Tabla 23. Comparación de las frecuencias de alelos y genotipos de sujetos 
sanos y de pacientes con SaFP y SaF/CP con ap.,GPI 

~~~~~~~~~~~~~~~~F~r~e,.:...ccu_encias 
Pacientes coñ-SaFPySaF/CP __ _ 

Genotipo 
w 
VL 
LL 

Alelo 
V 
L 

Sanos 

0.13 (14) 
0.52 (55) 
0.35 (37) 

0.39 (83) 
0.61 (129) 

aP,GPI (+) (24) a[l,GPI (-) (9) 

W0.37 (9)& 
'0.42 (10) 
Y0.21 (5) 
a=0.031 

0.58 (28) 
0.47 (20) 
a=0.038 

0.00 (0) 
0.66 (6) 
0.33 (3) 

0.33 (6) 
0.66 (12) 

En la prueba x2 las f.e.<5 fueron: 16.6% en genotipos y 0.0% en alelos. 
w p=0.014 para la comparación de W versus VL+LL en pacientes con a!J,GPI 
lgG versus sujetos sanos. 
• p=0.231 para la comparación de LL versus VL+W en pacientes con aP,GPI 
lgG versus sujetos sanos. 
Y p=0.498 para la comparación de VL versus W+LL de pacientes con aP,GPI 
lgG versus sujetos sanos 
& p=0.039 para la comparación de W versus VL+LL en pacientes con aP,GPI 
lgG versus pacientes sin aP.,GPI. 
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7.4. Análisis de la asociación del alelo V en la posición 247 del gen do la l\2GPI 
con la producción de anticuerpos anti-[\2GPI de isotipo lgG. 

7.4.1. Pacientes con SaF/CP y al\2GPI 

Para establecer la fuerza de la asociación del alelo V y su estado homocigoto (VV) 

con la presencia en suero de anticuerpos atl2GPI en pacientes con SaF/CP, se calculó 

el riesgo relativo aproximado (RRa) (ver apéndice 1), los resultados se muestran en la 

Tabla 24. 

Tabla 24. Riesgo relativo aproximado asociado a la presencia de valina en la posición 
247 de la [\:,GPI en pacientes con SaF/CP versus sujetos sanos 

Comparación Riesgo relativo 
______________ -.l!eroxi~~d«?JI~ 95ª~) __ 

Expresión del alelo V en pacientes con SaF/CP y aí\,GPI versus 3.11 (1.12-8.60) 
sujetos sanos 

Genotipo W versus genotipos VL+LL en pacientes con SaF/CP y 
aP,GPI versus sujetos sanos 

5.26 (1.26-21.97) 

Los resultados muestran que el alelo V esta asociado con la presencia de anticuerpos 

a!hGPI en pacientes con SaF/CP. Asl, los pacientes con SaF/CP que presentan el alelo 

V, tienen un riesgo relativo 3.11 veces mayor de tener atl2GPI que aquellos pacientes 

que poseen el alelo L. Aún más, en los pacientes homocigotos para el alelo valina (VV) 

el riesgo de presentar afüGPI esta incrementado 5.26 veces en comparación con los 

pacientes que poseen cualquiera de los otros dos genotipos posibles. 



7.4.2. Pacientes con variantes primarias del SaF y aJl2GPI 

El grado de asociación del genotipo W y del alelo V con la producción de afüGPI 

en pacientes con alguna de las dos variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) se 

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

Tabla 25. Riesgo relativo aproximado asociado a la presencia de vahna en la posición 247 
de la P,GPI en pacientes con SaFP y SaF/CP positivos para all;.GPI versus su1etos sanos 

Comparación 

Expresión del alelo V en pacientes con SaFP y SaF/CP a11,GPlé+Y 
versus sujetos sanos 

Genotipo W versus genotipos VL+LL en pacientes con SaFP y 
SaF/CP aP,GPI(+) versus sujetos sanos 

Riesgo relativo 
aproximado (IC 95%1 
· · 2~1111. fs~.-111···--

3.94 (1.45-10.71) 

Como se mencionó anteriormente, al analizar los resultados de todos los pacientes con 

alguna variante primaria del SaF que presentan aJhGPI se encontró correlación con el 

alelo V y el genotipo W (con riesgos relativos aproximados de 2.17 y 3.94, 

respectivamente): sin embargo, dicha asociación no es tan fuerte como en el caso del 

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

7.5. Polimorfismo val/leu247 del gen de la ~2GPI y manifestaciones clinicas del SaF. 

Se investigó la asociación del genotipo con las principales manifestaciones cllnicas 

del SaF en 18 pacientes que pertenecian a alguna variante primaria del SaF (15 SaFP y 

3 SaF/CP) previamente evaluados clínicamente por el personal médico del 

Departamento de Inmunología y Reumatologia del INCMNSZ. Las manifestaciones 

clínicas estudiadas fueron las siguientes: oclusión arterial (presente en 11 de los 18 

pacientes), trombosis venosa (8/18), trombocitopenia (8/18), livedo reticularis (8/18). 



pérdida fetal recurrente (4/18) y anemia hemolitica (0/18). De acuerdo con el análisis 

estadístico, existe diferencia significativa entre los pacientes con alguna variante 

primaria del SaF que presentan oclusión arterial (OA) y los controles sanos o los 

pacientes sin evidencia de OA (u=0.006 y 0.028 en genotipo y alelo, respectivamente). 

No se encontró asociación con ningún alelo en las otras manifestaciones clínicas 

estudiadas (p>0.390). 

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

Frecuencia 
5anos-"f106T ___ SaFpYSaFiCP-con--SaFP _y_Saf:/cp· sin --

OA (11) OA(7) 
Genotipo 

(0.54 (6)' w 0.13 (14) 0.00 (O)" 
VL 0.52 (55) "'0.27 (3) 0.71 (5) 
LL 0.35 (37) =0.18 (2) 0.29 (2) 

n=0.006 
Alelo 
V 0.39 (83) 0.68 (15) 0.36 (5) 
L 0.61 (129) 0.32 (7) 0.64 (9) 

n=0.028 
En la prueba x.2 las f.e.<5 fueron: 33.3% en genotipos y 0.0% en alelos. 
e p=0.003 para la comparación de W versus VL+LL en pacientes con OA 
versus sujetos sanos. 
' p=0.038 para la comparación de W versus VL+LL en pacientes con OA 
versus pacientes sin OA. 
@ p=0.332 para la comparación de LL versus VL+W en pacientes con OA 
versus sujetos sanos. 
• p=0.594 para la comparación de W versus VL+LL en pacientes sin OA 
versus sujetos sanos 
,. p=0.204 para la comparación de VL versus W+LL de pacientes con OA 
versus sujetos sanos 

La presencia de OA en pacientes con SaFP y SaF/CP se asoció con el genotipo W 

(p=0.003 y 0.038 en la comparación con sujetos sanos y pacientes sin OA, 

respectivamente), mas aún, el 100% de los pacientes con este genotipo que fueron 

evaluados clínicamente presentaron la manifestación clínica mencionada anteriormente 
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y tuvieron aJ\2GPI positivos (dato no mostrado}. Los resultados del análisis estadístico 

muestran que en pacientes con SaFP y SaF/CP existe dependencia entre la oclusión 

arterial y el genotipo. Una vez establecido lo anterior. se calculó la fuerza de la 

asociación encontrada (Tabla 27). Es importante remarcar que no se encontró 

diferencia significativa en los resultados de pacientes sin OA y los sujetos sanos 

(p=0.594, para la comparación 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 vahna en la posición 247 de la 
J32GPI en pacientes con alguna variante primaria del SaF y evidencia de OA versus sujetos sanos 

Comparación 

Expresión del alelo V en pacieniesconafguna-var'l"ante .. primaria. 
del SaF y oclusión arterial versus sujetos sanos 

Genotipo W versus genotipos Vl+ll en pacientes con alguna 
variante primaria del SaF y oclusión arterial versus sujetos sanos 

Riesgo relativo 
aproximado (IC 95%) 
. 3:ú(1-:-31:-8.441 -·-

7.89 (2.15- 28.96) 

La correlación entre la oclusión arterial y el genotipo VV fue significativa y el RRa 

correspondiente fue de 7.89, el más alto de todo el estudio. 

La evaluación clinica también se efectuó en 17 pacientes con SaFS. sin embargo no se 

encontró ninguna asociación con el polimorfismo estudiado. 
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8. Discusión 

En este estudio, se analizó el polimorfismo genético de la l\2GPI correspondiente 

a la posición 247. Dicho polimorfismo, presente en sujetos sanos y en pacientes con 

SaF, es producto de la presencia de valina o leucina en la posición mencionada. El 

análisis del polimorfismo val/leu247 permitió calcular las distribuciones de frecuencias 

genotlpica y alélica en una muestra de la población mestiza mexicana. Las frecuencias 

encontradas en los genotipos correspondientes fueron W (0.13), VL (0.52) y LL (0.35), 

mientras que los alelos mostraron la siguiente distribución: V (0.39) y L (0.61). Las 

frecuencias observadas en los genotipos se ajustan a las frecuencias esperadas del 

Equilibrio de Hardy-Weinberg66 (W=0.15, VL=0.48 y LL=0.37). Además, con las 

frecuencias observadas se determinó que el alelo que codifica para el aminoácido 

leucina es el alelo silvestre. Otro dato interesante es que el patrón de distribución de las 

frecuencias de los genotipos encontrado en la muestra estudiada es similar al reportado 

para la población Africoamericana (W 0.24, VL 0.47, LL 0.29)a.. Este no es el caso 

para las poblaciones Asiáticas y Caucásicas estudiadas~·85 (Tabla 6). Tanto el tamar'lo 

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 población mestiza mexicana se obtuvieron del análisis de sujetos 

voluntarios, es decir, corresponden a una muestra no probabillstica. Ahora, si 

consideramos que la estadística inferencia! se basa en la teoría de probabilidades, los 

datos obtenidos difícilmente se pueden generalizar a la población, ya que no se 

consideró a ésta ni en sus parámetros, ni en sus elementos para obtener la muestra. A 

pesar de lo anterior, la muestra obtenida y sus resultados son útiles para nuestro diseño 
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de estudio que, mas que una representatividad de elementos de una población, 

requiere de una cuidadosa y controlada elección de sujetos con ciertas caracteristicas 

especificas que garantizan de cierto modo, una condición 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 a[\2GPI(-}, en la frecuencia del alelo V en el grupo de pacientes mestizos 

mexicanos con SaFP y SaF/CP que presentan títulos altos de aJi2GPI, lo que sugiere 

que la presencia de dicho alelo podría estar asociada con la producción de 

autoanticuerpos ap2 GPI en ambos padecimientos (p=0.038, RRa=2.17; Tablas 23 y 25). 

La participación del alelo V, reportada de igual forma en caucásicos con SaFP8~ y 

asiáticos con SaF84
, es confirmada al observar que el genotipo VV se encontró 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 producción de autoanticuerpos aJhGPI, 

hallazgo que es consistente con la noción de que los cambios en la estructura de la 

1~2GPI propician la pérdida de la tolerancia con la consecuente producción de ap2GPI. 

En otras palabras, la producción de autoanticuerpos es el resultado de la generación de 

p2GPI antigénica producto de la presencia del aminoácido valina en la posición 247. 

Sobre estos resultados, es importante recalcar que la participación del alelo V se hace 

evidente únicamente 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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número de casos con genotipo W en el grupo de pacientes. La diferencia en la 

frecuencia del genotipo VV. pero no del VL, también se presentó en la población 

asiática estudiada por Hirose et af4. Estos hallazgos sugieren la necesidad de 

homocigocidad en dicha posición para que se genere una proteina antigénica y 

consecuentemente la respuesta autoinmune. Siendo así, al parecer el alelo V es 

recesivo con respecto al alelo L. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que la 

expresión de los dos posibles alelos sea codominante, en este caso, el genotipo 

homocigoto resultaría en la producción de dos protelnas iguales. en lo que al 

polimorfismo estudiado se refiere, mientras que el estado heterocigoto (VL) sólo 

producirla una Jl2GPI antigénica. Desde el punto de vista inmunológico, la generación 

de la respuesta inmune en contra de la variante que contiene el alelo V en la posición 

247 puede darse teóricamente en los dos genotipos que contienen el alelo V, sin 

embargo, debido a que en el estado heterocigoto la concentración esta reducida a la 

mitad, posiblemente la respuesta inmunológica en contra de la JhGPI no sea tan 

efectiva. Otra explicación, aunque poco probable, pudiera ser la presencia de otras 

mutaciones en la Jl2GPI que actuaran de manera antagonista en la generación de 

antigenicidad en dicha proteina. 

Además de la asociación observada entre el genotipo VV y la producción de 

aJ}iGPI en el grupo de pacientes con SaFP y SaF/CP, de acuerdo con los resultados, 

en este grupo de pacientes también existe correlación entre la oclusión arterial y la 

presencia del aminoácido valina en la posición 247 de la P2GPI (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 oclusión arterial tuvieron 
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autoanticuerpos aJl2GPI de isotipo lgG a títulos altos (6/6). Debe además destacarse el 

hecho de que la oclusión arterial es una de las principales manifestaciones clínicas 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 Jl2GPI que expresa el aminoácido valina en la posición 247 genera una conformación 

potencialmente antigénica en los pacientes con cualquiera de las variantes primarias 

del SaF (SaFP y SaF/CP). En los pacientes con SaF/CP dicho fenómeno fue más 

evidente, sin embargo, esto puede deberse al tamaño de la muestra de pacientes 

estudiados con esta entidad cllnica (12 en total). Entonces, es posible que en pacientes 

con SaFP y SaF/CP los a[\2GPI tengan el mismo origen, y puede considerarse que en 

las dos entidades el genotipo W del polimorfismo 247 de la Jl2GPI tiene consecuencias 

similares: es un factor relevante en la manifestación de dos de las principales 

caracterlsticas del fenómeno autoinmune estudiado, la producción de ap2GPI y la 

presentación de oclusión arterial. 

Es importante observar que ninguna variante del SaF mostró distribuciones de 

frecuencias significativamente diferentes con respecto a los sujetos sanos. De acuerdo 

con lo anterior, no existe relación entre el polimorfismo de la p2GPI estudiado y la 

enfermedad en su conjunto, lo que confirma que el SaF es el resultado de la interacción 

de varios factores. Aún así, debe considerarse que el análisis de los resultados de 

pacientes con SaF/CP mostró una tendencia de asociación con el genotipo VV muy 

cercana a la significatividad (p=0.086, Sección 7.2). Sin embargo, debe tenerse en 

cuenta el reducido número de pacientes estudiados con dicha variante del SaF (12). 
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La presencia de títulos altos de aCL dependientes de Jl2GPI tampoco se 

encontró asociada con ningún 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 Jl2GPl-CL24 y los que 

reaccionan con epitopos crípticos en la Jl2GPl 25 y/o en la cardiolipina 31
. Ahora, si 

consideramos que la mayor parte de los pacientes presentaron titules altos de 

anticuerpos aCL "verdaderos" (Tabla 16), la búsqueda de asociación del polimorfismo 

estudiado con los anticuerpos aCL dependientes de P2GPI se torna complicada, ya que 

pacientes con títulos altos de aCL "verdaderos" podrlan presentar un resultado positivo 

de aCL dependientes de p2GPI debido a la inespecificidad del ensayo señalada 

anteriormente. Lo anterior no sucede con los anticuerpos aP2GPI que, además de 

asociarse de manera más fuerte con las manifestaciones clinicas del SaF que los aCL 

dependientes de J12GPl37
, solamente reconocen epitopos presentes en la JhGPI. No 

debe descartarse la posibilidad de que en pacientes con SaFP. existan anticuerpos que 

reconozcan a la P2GPI en forma nativa y también cuando se presenta unida a 

superficies aniónicas, y entonces puedan ser detectados en los ensayos para ap2GPI y 

para aCL dependientes de p2GPI; es decir, que los epitopos que reconocen dichos 

anticuerpos no se modifiquen con la interacción de la p2GPI con superficies con carga 

negativa como la cardiolipina o la membrana de células endoteliales. Por otro lado, los 

ap2GPI de pacientes con SaF/CP reconocen solamente a la p2GPI en estado nativo, es 

decir, no unida a cardiolipina, posiblemente porque el epitopo de estos anticuerpos se 

encuentra bloqueado por la región hidrofóbica de la cardiolipina. 
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Uno de los principales mecanismos de generación de trombosis en el SaF es el 

que propone la activación de eventos mediados por células!>8·62, mecanismo 

demostrado recientemente con la utilización de péptidos análogos a la l!iGPl53
• y válido 

para los aCL dependientes de lhGPI y para los all2GPI. En el caso de los all2GPI, se ha 

propuesto también la existencia de un receptor de 112GPI en las células endoteliales61
• 

que acentuaría el papel de los afl2GPI en la generación de trombosis. Además, 

Visvanathan y McNeil demostraron recientemente la existencia de respuesta inmune 

celular en contra de la 112GPI, purificada o presente en el suero de pacientes con SaF, 

que correlacionaba con las manifestaciones clínicas del SaF. Dicha inmunidad celular 

genera la aparición de una respuesta Th1 con la consecuente producción de lnterferón 

y (IFN y), el cual podrla estar involucrado en las pérdidas fetales recurrentes y en los 

episodios trombóticos87
. 

Por otro lado, los resultados obtenidos muestran que la población de pacientes 

con alguna de las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) y presencia de ap2GPI, 

es genéticamente distinta a la propia de los sujetos sanos respecto a la mutación 

estudiada. Ahora. si consideramos que no existe diferencia significativa entre las 

distribuciones de frecuencias alélicas y genotípicas de pacientes con SaFS o SaF/CS 

con respecto a los resultados obtenidos con los sujetos sanos, entonces, puede 

deducirse que también la población de pacientes con SaFS y SaF/CS es distinta 

genéticamente, en la posición estudiada, a la población de pacientes SaFP y SaF/CP. 

En otras palabras, mientras que para las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP), 

el genotipo W es un factor de riesgo para la presencia de oclusión arterial y la 

producción de autoanticuerpos a¡l2GPI, para los pacientes con LEG y SaF no existe 
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evidencia de este fenómeno de asociación, lo que implica la participación de otros 

mecanismos de producción de los autoanticuerpos a[12GPI. Es importante subrayar que 

los pacientes con SaFS y SaF/CS estudiados, son pacientes con LEG que. previamente 

al desarrollo del SaF presentaban una desregulación inmunológica importante, tienen 

además de las caracterlsticas clínicas y serológicas del SaF, la presencia de otros 

autoanticuerpos y otras patologías que dificultan evaluar el papel de un único 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 antígenos del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, del 

inglés Major Histocompatibility Complex) en dónde, por un lado el SaFP ha sido 

asociado con la presencia de los alelos HLA-00788
•
89 y HLA-DRw5315

·
88

•
89

, mientras 

que la presencia de aCL en pacientes con LEG se ha encontrado relacionada con los 

alelos HLA-DR789
•
90 , DR4 y DR5389

• En la población mexicana también se han 

encontrado diferencias genéticas entre ambas entidades, las asociaciones del MHC con 

el Saf P y el SaFS, están relacionadas a los alelos HLA-DR591 y HLA-DR790
, 

respectivamente. 

Existe evidencia de que la autoinrnunidad es un fenómeno autosómico 

dominante89
, sin embargo, en el SaF, a pesar de los resultados que muestran 

asociación con algún gen en particular, ningún estudio ha encontrado una correlación 

que muestre corno causa directa del desarrollo del padecimiento, la presencia de un 

alelo particular o de un grupo de alelos. Aún asl, dentro de las asociaciones reportadas 

tenemos al Factor C4 del complemento, cuya deficiencia alélica se encontró asociada 

con el SaFP89
, y al genotipo homocigoto RR del gen de la Paraoxonasa 1 que se ha 
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encontrado significativamente incrementado en pacientes con títulos altos de aCL y 

trombosis arterial92 . Es importante mencionar que la Paraoxonasa 1 ejerce un papel 

protector contra la modificación oxidativa de las LDL y el desarrollo de ateroesclerosis. 

Por otro lado, otros factores genéticos no han mostrado correlación con el SaF, tal es el 

caso del polimorfismo en la posición 20210 del gen de la protrombina93
·
94

, la mutación 

del Factor V (leiden), el polimorfismo en la posición 677 de la metilén-tetrahidrofolato 

reductasa94 y el polimorfismo en el intrón 16 del gen de la enzima convertidora de 

angiotensina95
. La suma de todos estos resultados y la visión global del problema 

sugieren que el análisis simultáneo de múltiples polimorfismos, en uno o varios genes 

de moléculas asociadas al SaF e inclusive del MHC, mediante microarreglos de ADN 

podría establecer con una mayor claridad el grado de contribución del factor genético 

en la enfermedad. 

Sin embargo, en nuestro caso, independientemente del polimorfismo de la 

B2GPI, los aminoácidos que componen su estructura están genéticamente codificados, 

y por lo tanto deberla existir tolerancia inmunológica para cualquier variante expresada 

por un individuo. Por lo anterior, no es claro el porqué la presencia de cualquiera de los 

dos aminoácidos en la posición 247 y el posible cambio conformacional que ocasionan 

se asocien con una respuesta autoinmune. Parece necesario entonces la participación 

de otros factores, probablemente relacionados con la reactividad de las células T, los 

cuales podrían ser críticos en la pérdida de la tolerancia. Posiblemente, en individuos 

susceptibles, en donde la susceptibilidad dependería de la genética de los mismos, la 

presencia de infecciones permitirla el procesamiento de proteinas exógenas con 

epitopos similares a los de la B2GP-I, estimulando asi, células T autoreactivas. Este 

mecanismo se ha documentado en un modelo murino96
. Al respecto se tiene que 
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considerar que aunque la diferencia estructural entre el aminoácido valina y su 

homólogo leucina es solamente la presencia de un metileno (-CHr) extra en este último 

(Figura 3), la sustitución de leucina por valina altera la estereoquimica de la protelna. 

afectando principalmente la región localizada entre el dominio IV y V que se estabiliza 

por el puente de hidrógeno entre los aminoácidos lisina246 (dominio V) y ácido 

aspártico193 (dominio IV)57
. Como resultado del cambio estereoquímico en la B2GP-1, 

posiblemente se origina la exposición de una región con homología 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 l\2GPI participarla también como un posible blanco para el sistema 

inmunológico. Ahora bien, dado que la inyección de P2GPI en ratones induce la 

aparición de aFL, aJ\2GPI y manifestaciones cllnicas de SaF97
, la respuesta inmune 

generada en contra de la P2GPI podrla ser el activador de la producción de 

autoanticuerpos y de las consecuencias de los mismos. 

La participación de factores ambientales en la etiologla de las enfermedades 

autoinmunes98 incluyendo el SaF ha sido sugerida58
·99-

1º1
. En el SaF, se ha demostrado 

la presencia de secuencias peptidicas de los dominios IV, 111 y 1 de la P2GPI en virus, 

bacterias y parásitos58
•
98

. En el grupo de virus con secuencias con alta homologla con 

epitopos de la B2GPI están: citomegalovirus (CMV), adenovirus, virus de Epstein-Barr y 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)58
. En el caso de las bacterias las especies 

son: Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae y 

Shigella dysenteriae, entre otras58. Mas aún, secuencias peptídicas con homología al 

sitio de unión a fosfolipidos encontradas en algunos virus se han utilizado para producir 
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péptidos sintéticos que. cuando se han empleado como inmunógenos en ratones. han 

sido capaces de inducir la producción de aCL y al:!.2GPl99
. 

Por último. cabe señalar que los términos utilizados en la descripción del 

síndrome merecen ser examinados con cuidado. A partir de 1990. se hizo evidente que 

los inexactamente llamados cofactores tienen un papel protagónico dentro del SaF24
"
26

. 

Históricamente. la denominación cofactor se acuñó desde los primeros estudios que 

demostraron la participación de protelnas plasmáticas 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 fosfolípidos, o en forma nativa, por lo que hoy en día la denominación propuesta en 

un inicio es ambigua. Debido a lo anterior, el término Síndrome anti-fosfollpido debe ser 

modificado. En 1996, Cabral et al propusieron una nueva denominación para el 

padecimiento: Sindrome anti-fosfolipido/cofactor38
·
39

. Con este nuevo nombre se intentó 

agrupar todas las posibles variantes de la enfermedad en función de la familia de 

autoanticuerpos presentes, sin embargo, el nuevo término, no solamente no mejoró el 

nombre anterior, sino que lo tornó aún más confuso. Además. en el INCMNSZ la nueva 

terminologla es utilizada solamente para referirse a aquellos pacientes con aB2GPI 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) Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo val/leu2• 7 del gen de la 

C!.iGPI en una muestra de la población mestiza mexicana son VV(0.13), VL(0.52), 

LL(0.35) y V(0.39), L(0.61), respectivamente. Las frecuencias están en Equilibrio 

de Hardy-Weinberg y el alelo silvestre es el que codifica para el aminoácido 

leucina. 

2) Los resultados muestran que el alelo V del polimorfismo val/leu2• 1 es recesivo. 

3) En pacientes mexicanos con las variantes primarias del SaF (SaFP y SaF/CP) 

existe correlación entre la presencia homocigota del alelo V en la posición 24 7 

del gen de la l.!.iGPI y la producción de autoanticuerpos aB2GPI. Dicho estado 

homocigoto confiere además, un mayor riesgo de padecer oclusión arterial por lo 

que puede ser relevante en el seguimiento de estos pacientes. 

4) En SaFS y SaF/CS, el polimorfismo val/leu2• 7 de la B2GPI no tuvo efecto en la 

producción de los aB2GPI lo que sugiere que en estos pacientes el mecanismo 

que origina la producción de dichos autoanticuerpos es diferente al 

correspondiente a las entidades primarias del SaF. 

5) El método empleado en la detección de los aB2GPI permite sugerir que el epitopo 

que genera la conformación antigénica en la B2GPI y que se ve afectado por el 

polimorfismo val/leu247 no es críptico. 
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6) Los datos presentados muestran que en las variantes primarias del SaF, el 

sistema !!2GPl/al!.2GPI participa directamente en el mecanismo de generación de 

trombosis. 

7) Independientemente de las manifestaciones clínicas y serológicas, ninguna 

variante del SaF presentó correlación con algún genotipo del polimorfismo del 

gen de la l!.2GPI en la posición 247. Tampoco se encontró correlación entre dicho 

polimorfismo y la presencia de anticuerpos aCL dependientes de l!.2GPI. 

8) 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 

inmunológico que, junto con el factor genético, interactúan para la manifestación 

de dichas enfermedades. 
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Apéndice l. 
Pruebas estadisticas empleadas en el análisis de los resultados 103·104• 

a) Prueba ·/ (Ji cuadrada) 

La Ji cuadrada es una prueba estadística para evaluar hipótesis acerca de la 
relación entre dos variables categóricas. Se calcula por medio de una tabla de 
contingencia o tabulación cruzada, la cual es una tabla de dos dimensiones en donde 
cada dimensión contiene una variable. cada variable se subdivide en dos o más 
categorías (Tabla 28). En dicha tabla se anotan las frecuencias observadas (f.o.) en la 
muestra de investigación. 

Variable 1 Variable 2 To~ _ren~_ 
Categoria 1 n,, n21 
Categoria 2 n12 n22 
Total columna nvn nv2T 

Tabla 28. Tabla de contingencia. 

nen 
nc2T 
0TOTAL 

Posteriormente se calculan las frecuencias esperadas (f.e.) para cada celda de la 
siguiente manera: 

f.e.= (Total o marginal de renglón)"(total o marginal de columna)/nTOTAL 

La Ji cuadrada es una comparación entre la tabla de frecuencias observadas y la 
denominada tabla de frecuencias esperadas. La prueba parte del supuesto de "no 
relación entre variables". 

Una vez obtenidas las f.e. se aplica la siguiente fórmula: 

x.2= l: ( f.o.-f.ef/f.e. 

La prueba Ji proviene de una distribución muestral, denominada distribución x.2 , y los 
resultados obtenidos en la muestra están identificados por los grados de libertad. Esto 
es, para saber si un valor de x.2 es o no significativo, es necesario calcular los grados de 
libertad, procedimiento que se realiza con la siguiente fórmula: 

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

En donde g.I. son los grados de libertad, r el número de renglones y c el número de 
columnas. 
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Una vez determinado el valor de /y los grados de libertad se calcula el valor de a. 

a =J.: (1/ 2r(g.l./2))[ /12 ¡llgl/2)·11 e·l212d/ 

Donde r es la función Gama. La función anterior no se puede integrar de manera 
explicita por lo que para resolverla es necesario usar métodos numéricos de 
integración. Sin embargo, mediante las hojas de cálculo de Microsoft Excel es posible 
calcular el valor de u si se conoce el valor de / y los grados de libertad escribiendo: 
=DISTR.CHl(valor de/. g.I.). 

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

b) Prueba exacta de Flsher 

La prueba exacta de Fisher permite calcular la probabilidad exacta de observar un 
conjunto particular de frecuencias en una tabla 2X2. La hipótesis nula postula que la 
probabilidad de la presencia de un determinado factor es la misma en las dos 
poblaciones en estudio. El análisis estadístico se realizó a través del programa 
informático SPSS versión 10.0. 

c) Riesgo Relativo aproximado 

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

P[enferrnedad + I factor +1 I P[enfermedad - I factor +1 

El RRa se define como: 

RR"'= ptenfermedad + t ractor +J t ptenfecmedad - t factor +] 
P[enfermedad + I factor -j / P[enfermedad -1 factor-) 



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

1n11/ nn+n2q I [n21/ n11+n2q 
[n12/ n,2+n22¡ / 1n22/ n12+n221 

RRA= 

Para establecer la prec1s1on de la estimación realizada se calcula el intervalo de 
confianza. El procedimiento consiste en la construcción del intervalo de confianza para 
el lnRRa, es decir, el logaritmo natural del RRa, y después el resultado se eleva 

utilizando el número e como base. 

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

lnRRa ± Z1.n12 ..,¡ 1N11 + 1N12 + 1N21 + 1N22 

La razón de usar logaritmos para el cálculo del intervalo de confianza estriba en que el 
lnRRa tiene una distribución mas normalizada que el RRa. 
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Apéndice 11. 
Criterios de clasificación de pacientes con SaF. 

al Sindrome anti-fosfolipido primario 10
. 

Dos o más de las siguientes manifestaciones clínicas: 

• Trombosis venosa 
Oclusión arterial 

• Pérdida fetal recurrente 
• Trombocitopenia 
• Anemia hemolltica 
• Livedo reticu/aris 

• Mielitis transversa 
• Ulceras en las piernas 

y 
Niveles elevados de aCL dependientes de B2GPI o aFL "verdaderos" (lgG o lgM > 5 

desviaciones estándar por encima de la media de los controles) o anticoagulante 
lúpico. 

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

b) Slndrome anti-fosfollpido/cofactor primario11
. 

Pacientes con manifestaciones clinicas de SaFP y titules altos de aB2GPI de isotipo lgG 
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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el Sindrome anti-fosfolipido secundario a LEG38
. 

Definitivo: 
Dos o más de las siguientes manifestaciones clinicas: 

y 

• Trombosis venosa 
Oclusión arterial 
Pérdida fetal recurrente 

• Trombocitopenia 
Anemia hemolítica 
Livedo reticu/aris 

• Ulceras en las piernas 

Niveles elevados de aFL, "verdaderos" o dependientes de factor proteico (lgG o 
lgM > 5 desviaciones estándar por encima de la media de los controles) o 
anticoagulante lúpico. 

Probable: 

Una manifestación clfnica y titules elevados de aFL o, 
Dos o más manifestaciones clfnicas y titules bajos de aFL (lgG o lgM > 2 ~ 5 
desviaciones estándar) 

dl Sindrome anti-fosfolipido/cofactor secundario a LEG39
. 

Pacientes con manifestaciones clfnicas de SaFS y titulas altos de al?.2GPI de isotipo lgG 
pero sin presencia de aFL "verdaderos" o aFL dependientes de factor proteico. 
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