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2
~ .- Las EAP son un grupo de enfermedades de caracter multifactorial en las -~

que intervienen factores genéticos y amblentales, los cuales Interactuan para

producir la alteracidn.

Entre los factores genéticos destaca 1a asociacién del HLA-B27 del SPH --
con estas enfermedades, especlalmente con el SR y la EA, mientras que dentro -

de los factores ambientales se cuentan a las infecciones bacterianas.

Debido a que no todos los sujetos que nacen con el marcador B27 desarro--
Vlan finalmente la enfermedad, se piensa que 1a predisposicién puede ser dada
por mds de un gen y que &stos podrian localizarse también en el SPH.

Este estudio, realizado en 55 pacientes con EA y 50 con SR pretende deter
minar si otros genes del SPH participan en la susceptibilidad a las EAP. Los
genes estudiados fueron los complotipos (fB, C2 yCh), el gen de la GLO | y los
del sistema HLA-A y HLA-8B.

Los antigenos del sistema HLA fueron determinados por la técnica de micro
linfocitotoxicidad utilizando un panel de antisueros. El fB y C4 se estudiaron
mediante electroforesis de alto voltaje en gel de agarosa, e inmunofijacidn --
con antisueros especificos; mediante electroenfoque y un ensayo hemolitico fun
cional con suero deficiente en C2 se determino el segundo componente del comple
mento; finalmente, mediante electroforesis en acetato de celulosa se tipifico

fa glioxalasa 1.

Entre los resultados que destacan, esta el aumento de los complotipés SC30
y 5C31, asi como la disminucidén del SCL2 en los pacientes con EA, mientras que
en los pacientes con SR destaca el aumento del alelo 1 de la GLO. Se encontro
también asociacién de la EA con las combinaciones SC31 GLO*2 y SCOT GLO*1.

Se pudo establecer, ademds, una diferencia entre el SR y la EA en cuanto
a la combinacién de) complotipo SC31 con los alelos de-la GLO, encontrandose -
combinado con la GLO*2 en EA y con la-GLO*1 en. el SR.

Con respecto al andlisis del HLA-A 'y HLA-B sercorfoboré el lncrrem'ent'.o
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de) HLA-B27 y la participacién en sujetos HLA-B27 negativos de los complotipos
$C30, FC30 y FC31 en €A y del SCh2 as? como el $€32 en SR.

En conciusidn, e) presente trabajo nos permite establecer la existencla
de nuevos marcadores asociados con las EAP, ademds del HLA-B27 ya reportado. -
El estudio de estos marcadores a nivel de familias abre la posibilidad de tener
una mayor vigilancia médica en sujetos que presenten algln marcador de suscep-
tibilidad y ademds esten emparentados con algln enfermo con el cual compartan
dicho marcadsr, permitiendo a su vez el rapido tratamiento del individuo evi--

tando secuelas diffciles de revertir,
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Las espbndi]oartroﬁatfas (EAP) son un grupo de enfermedades -
entre las que se encuentran la Espondilitis Anqullosante (EA) y -
el Sindrome de Reiter (SR), &stas se caracterizan porque afectan
en:gran medida a las articulaciones que sostienen el peso del ---
cuerpo (rodillas, cadera,ketc.) y-sobre todo la columna vertebral
Desde el -punto de vista-de Iaboratorlo tanto-.el factor reumatoide
como los antucuerpos antinucleares (AAN) 'son perslstentemente ne-

gativos en estos’ pacventes (lh)

kCon el objeto de“e tudla

tlcos, se han realizado estudlos con’

del cromosoma 6 humano y t}enehAlé
de "ser altamente polimorf|cos,vhé ed

por bloque dada su cercania (IO

Los .genes . que’
S Eres=grupos-en- baéé‘
!

clase estan formado

genes clase

'~complemento
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1. GENERALIDADES.



F17.1 SISTEMA PRINCIPAL .DE HISTOCOMPATIBILI DAD (SPH).

"El Sistena Prlh_‘ci»pa{l‘d LHis o@:ompatlbil idad esti formado por
un-grupo de genes’ local lzva/‘d;b‘sjye_n ke‘ly brazo corto del cromosoma 6
humane  (10,:76-y 80); “estos "genes han sido clasif icados en tres

grupos en base a la prdgeTn’a que ‘codifican.

Los genes clase !, estdn constituidos por los loci HLA-A, B
y € que codlflcan para una protefna que se encuentra en la super-
ficie de.todas las c&lulas nucleadas (47, BO) y, que se ha rela--
clonado con el reconocimiento de células infectadas por virus, --
activacién de células T y rechazo a injertos (94), esta proteina
estd formada por dos cadenas polipeptidicas unidas no covalente--
mente y de peso aproximado de 43,000 y 12,000 daltons (d) (16, ‘74,
84). La cadena ligera es una B-2-microglobulina no polimérfica -
(85) y que es codificada por un gen localizado en el cromosoma 15
(29): la cadena pesada es un polipéptido gl icesilado que es codi-
ficado por los alelos HLA-A, B y C que se encuentran en el brazo
corto del cromosoma 6 humano y que es laque da el elevado poli--

morfismo a estas moléculas clase |[.

Los genes clase |1, formados por los loci HLA-DR, DP y DQ, -
codiflcan por su parte antigenos de superf icic que tlenen una dis
tril;uclén muy restringida en cuanto al tipo de células que las ex

presan y se localizan Gnicamente en ciertas células tales como == 777"

los linfocitos B (90), macr6fagos (77), linFocltos T activados --.
(19) y cBlulas endoteliales (7B); estos ant igenos se han relacio-:’
nado con la cooperacidn celular {31) y est&n formados por. dos éa-
denas polipeptidicas gllicosiladas alfa y beta unidas no »covalentg‘
mente y de peso aproximado de 33,000 y 28, 000 d. respectivamente

(12). El polimorfismo de estas moléculas reside en la cadena beta
ya que se ha reportado que la cadena alfa noes polimbrfica (73).:

Por G@ltimo, los genes clase 11l que es un grupo formado por
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cuatro genes que codifican para dos protefnas de la vfia clééica‘—,
de! complemento (€2 y C4) y una de la via alterna (factor B).(9),
tenienda la caracterfstica de que el gen que codifica para Ch' se
encuentra por duplicado (C4A y ChB) (61), todos ellos occupan una
reglén de aproximadamente 120 Kilobases {(Kb) del brazo corto del

cromosoma 6 humano (60).

El ¢4 es una glicoprotefna (26), cuya estructura fue caracte
rizada en 1963 como una pl-globullna con un peso aproximado de -~
200,000 4. (56).. En 1974, Schreiber y Muller demostraraon que Ch
esta compuesto de 3 subunidades unldas por puentes disulfuro, la-
alfa, la beta y la gama de pesos de 98,000, 78.000 y 33,000 d. res

pectivamente (71}.

El segundo componente del complemento (£2) ha sido uno de los
componentes mis diffciles de obtener ya que se presenta en el sue
ro-en una cantidad muy baja {20-25Wg/mi.} vy es sumamente vulne=
rable s la protedlisis durante su obtencién (40, 58), Esta pro--
tefna estd formada por una Gnica cadena de peso molecular aproxi-
mado de 100,000 d. que durante su activacidn se divide en dos ca-
denas no unidas por puentes disulfuro y de peso de 70,000 vy 30{000j~

d.; la protefna activada puede ser una proteasa con el sitio cata

1Ttico en la cadena més pesada (53).

_Huy cerca del centrémero vy a 5 cM de los genes,élasev
Ioc;llza el gen que codifica para la enzima q;]grphlkaria

lasa 1, la cual, es una enzima intracelular que cat;f‘;
version de metilgifoxal y glutatidn a S~lactoll-glutatidn

Debido a la cercanfa de todos estos genes en é] braz
de! cromosoma 6 humano, se ha observado gque las reébmbinq
entre cromosomas homblogos ocurren con una muy baja frécuéhcfa,
heredandose todo el grupo de genes en bloque (10) (Fighra%l)

El SPH juega un papel muy importante desde e)»puﬁto ﬁe vista
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bioldégico debido a la. cantidad y trascendencia de sus funclones en
algunas de estas funciones son mostradas en la tabla

el organismo,

1.(15, 31, 47, 76, 80 y 9h).

TABLA 1. FUNCIONES DE LOS GENES QUE FORMAN EL SPH

(15, 31, 47, 80 y 94).

Regulacidn de la produccidn: de anticuerpos  hu--
morales. N T
Regulacidn de la produccién.de;células T-de==r

ayuda.

Regulacidon de ciertas funciones de  la.respues~~

ta inmune. " : §
Regulacién de la reaccién de. injerto contra =-
huésped. ]

Biosintesis de los componentes del complemento,
La vigitancia inmunolégica. Los antfigenos co-
dificados por esta regién pueden servir como -
sustrato para eliminacién de patégenos.
Marcadores para la identificacién de genes in-
volucrados en la patogénesis de varias enferme
dades, sobre todo de enfermedades autoinmunes.

Regulacidn de la embriogénesis.

 Regulacidn de la sintesis y niveles de hormo-..

nas esteroides.



FIGURA 1.  REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL SPH EN EL HOMBRE
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N11.2 SISTEMA-DEL COMPLEMENTO.

stém% del complemento estd formado .por una serie de pro

12

»tefﬁa smatlcas, que estdn presentes como precursores Inactivos.

"Estos precursores se activan graclas a un conjunto de reacciones

f;ququlmlcas que involucran rupturas proteolfticas. (1),

"Diecinueve componentes de este sistema han sido obtenidos y
i dafacterizados y se muestran en la tabla 2, junto con su peso mo-
flecular, concentracién en el suero y fragmentos en los que se rom

',pen durante su activacién (17).

Las proteinas del sistema del complemento Jjuegan un papel --

- muy--Importante en. la generacidén de la respuesta inflamatoria nor=~
mal -y .en las defensas del huésped contra una gran variedad de mi-
croorganismos {79). Esas actividades, son produclidas por una se4

cuencia de reacciones altamente complelas que Involucran proteéll

sis limitada e interacciones especificas protefna-protefina (24).

La ‘actlvacién de los componentes del complemento promueve ==

tamblén la contraccién del misculo liso, la qu(mfotaxlsﬁde'neutrﬁ'

filos, c&lulas mononucleares y eosinéfilos, ademis dé 1a” Inmuno--‘“

adherencia de fagocitos. Otros efectos de la actlvaclén de este

fs]stema incluyen: solubilizacidén de comple]os lnmunes y neutrall-'

jzaclon de virus como se muestra en la tabla 3. (17.

i )t;a éctlvaclén del complemento ppéde 
vias: la via clasica & la vlaféltérﬁ#;'a
¢i6n tienen ‘en comin [ ac
la mélébularc3.~

los: componénfes de
cipan en .una cascada
la |isIs def

producen

.s1&lico no

oi'demostrar,
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son’ lisadas por la via alterna debido a que hay un aumento de la
afinidad de C3b por la proteina H que trae como consecuencia un -
blogqueo de la activacion de esta via. Lo anterior explica porque
las bacterias que tienen &cido sidlico en su cépsula presentan -
una actividad mis patogénica que las que no lo presentan; por =--
eJemplo: Streptococcus B del grupo I[Il; Neisseria meningitidis -~
grupos B y C; y E. coll KI (17).

Las homologfas funcionales y estructurales entre los compo--
nentes de las dos vfas de activacidn, sugiere que ellos pudieron
haber evolucionado a través de un proceso de duplicaclén genética
(22, 59, 63).

Aunque C3 y C4 no estdn genéticamente ligados en el humano,~
en el ratdn C3 se localiza cerca de] SPH, regién en la cual se co
difica !a molécula de C4 (9, 61). Debido a que los péptidos de -
activacién C3a y C5a tienen cerca de un tercio de homologia en su
estructura primaria, también se puede pensar que &éstos se origina

ron de una duplicacidén genétlca (4, 22).
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Actividad

TABLA 3. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPONENTES DEL
) COMPLEMENTO (1).. 2 :

. Componente

fncremento de la fagocitosis (opsonizacnon
Neutralizacidn viral :
Iniciacién de 1a lisis viratl R
Aumento de la fagocitosis de-levadurs
Mediadores de la Inflamacidn:i-" .
a. Factor quimiotdctico

b. Anafilotoxinas ;
c. incremento de la permeabllidadkva:scul:ar
d. Liberacidn de leucocitos de méd'ulkak_t‘)rs:eé“
Lisis celular Rt cf :
“Tchb, 703b

Moduladores de la respuesta inmune
',?csd.a S




'|||{z.a, Dgficlénqia'de Componentes.del Complemento.

Estudlos a este.respecto han revelado que deficiencias de com
ponentes especificos del compliemento pueden predisponer al desarro
l1o:de ciertas enfermedades. En adicién a las deficiencias here-
dadas, hay deflciencias adquiridas, las cuales, persisten por pe-~
riodes largos. y también pueden predisponer a enfermedades especial
ente de tipo autoinmune (1).

En la tabla 4 se muestran las enfermedades asociadas a cada
una de |asrdefic|enciés de los componentes del sistema del comple
mento, siendo desconocidas unicamente deflciencias para los facto
res-B y.-D de la via alterna asi como para C9 (28, 44, 63).

Los-pacientes deficientes en el componente terminal ‘delcom=""
plemento aparentemente son.mis: susceptibles de ser atacados por -
agentes infeccliosos, . princlpalmente del tlpo de los Gram negati-—rw
vos (ZB) g

La- exlstencla de indlvlduos homoclgotns deFIcientes de €3 -~
con infecclones recurrentes, establece claramente el .papel de C3
en. el mantenlmlenthQe Ias ‘defensas normales "del huésped (23). -
c3- puede no solo ‘ser‘critico en la reacclién bactericida sino tam-
bién. en el aumento de la fagocntos:s a través de la presencia del

receptor C3b,enkneutr6fllos y monocitos (h6).

" “El aparente incremento de la frecuencia deé enfermedades tales
como el Lupus Efitematoso Generalizado (LEG) y pollmlosftls,eﬁili.
dividuos con deficiencias del complemento estd en contféd!bc[ﬁhf' ”

con el supuesto papel del complemento como médiadorlde‘{ﬂf\émééiénf"

enestas enfermedades reumiticas (28), sin embargo,'apoYa‘el'bapéi‘
del complemento como participante en la eliminaclcn de complejos
inmunes, los cuales, en estas enfermedades se encuentran en: canﬁ\-”‘

dades elevadas.
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TABLA 4. ESTADOS DE DEFICIENCIA DE LO ©S (OMPONI ENTES DEL
COMPLEMENTD Y ENFERMEDADES A ASOUINAS  (28).

Componente E: ‘nfermeda d Asociada
Clg Glomerulone e fritis, Sépsis crdnica

Clr : : Sindrome se emejante a Lupus, Glomg
’ ‘rulonefrit: |s,lupus Discoide. Cré~

niceo,
Cls - Lupus.Eritesematoso G encralizado.
€2 ::. R : Lupus Eritesematoso G eneralizado, -

Lupus Disccroide (r6m fco Eritematos. ...
soc, Dermatcvomlocit!i s , Vasculitis, |-
Enfermedad  Inflana toria Intestina, '/~

Infecciones=s Bacter ¥ anas.

~Ch - ' ' Lupus Erite=smatoso Generalizado.:-

‘3 - Infecciones= Bacter ¥ anas Recurren-
tes.

e o s Lupus Erite=smatoso G eneralizado, .-

Infeccioness Bacter T anas Recurren-
tes. »

cé . ) ) Infecciones & Bacter i @anas Recurren- .

T T 7 tes princip oalmeate por Neisserla.

c7 : ) Fenémeno de = Rapaud ~s con Esclero
dactilia, L. .upus Eri tematoso Gene-
ralizado, I: nfecion es Bacterianas
Recurrentes

c8 : infecciones Bacter i @anas Recurren-
tes, Lupus B Erilemt oso Generaliza

do, Xeroderrzma Pigne s toso.

%] . 7 Ninguna.

CLINH ) Angioedema HHeredita r io. ‘

i : . ; g Infecclones Basteri @ nas Recurren-
tes. : :

P » ) Infecciones  Bacteri @ nas.Recurren-

~tes. (Nelsserwrial
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- 3. POLIMORFISMO DEL HLA.-

El elevado polimorfismo de) sis tema HLA se ha demostrado por
el namero de alelos de cada uno de 1os locus que lo integran, pre
sentéandose 23 alelos detectables en el locus A, 48 alelos en el -
locus B, 8 en el locus C, 16 en el DR, 19 en el locus D, 6 en el
DP y 3 en el DQ.

Los alelos del HLA-A, B, €, DR, DP y DQ son detectados por -
pruebas de microlinfocitotoxicidad mediada por complemento (82).
Los alelos del locus D son determinados por medio de una reaccién
en cultivo mixto de linfocitos (83) .

Todos los alelos de cada uno de los locus que componen el
sistema HLA se muestran en la tabla 5,

V1.4 POLIMORFISHO DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO.

v;Los~ loci del complemento ligados al HLA estén: cékr)’stlrtt’l‘ld_cs

L.por un locus para C2, uno para factor B y dos )ocfﬁﬁa_‘ at

jlv:hB), todos mapeados entre los genes clase - 1] y.los! clase

del

Laifraccidn de recombinaclén entre los Ioci

o
i‘de ret:omb|nacion 6 cM {88).

Los loci del complemento son los mds pollmorficos después del
locus HLA-B y dicho polimorfismo es mostrado en la tabla 6 (5).



TABLA 5. ALELOS DE LOS.DISTINTOS LOCUS- QUE FORMAN EL.

SISTEMA HLA. i

HLA-A HLA-B “HLA-C UHLA-D  HLA-DR  HLA-DQ  HLA-DP
Al 85 B49(21) Cwl Dwl DRI DQw! DPwi
Az 87 Bw50(21) - tw2 Dw2 DRZ | DQw2 DPw2
A3 B8 B51(5) Cw3 Dw3 DR3 DQw3 DPw3
Ag B12 Bw52(5) Cwl Dwh DRY DPwh
A10 B13 Bw53 Cwb Dw5 DR5 DPw5S
Al B4 BwSh{22) cwé Dwb DR6 DPwb
Aw19 B15 Bw55(22) Cw7 Dw7 DR7
A23(9) B16 Bw56(22) Cw8 Dw8 DRwS
A24(9) B17 Bw57(17) Dw9 DRwI
A25(10) 818 8w58(17) Dw10 DRw10
A26(10) B21 Bw59 Dwll DRwi1
A28 B22 Bw60 (40) Dw12 DRw12
A29 B27 Bwb1(40) Dwi13 DRw13
A30 B35 Bw62(15) Dwih DRw1k
A31 B37 Bw63(15) Dw15
A32 B38(16) Dwib DR52
Aw33 B33(16) Dw17 DR53
Aw3l Bho Bwblh Dw18
Aw36 Bl Bw65 Dw19
Awl 3 Bwh2 Bwb7 : -
Awb6 BAK(12) o el T
Awb8 B45(12) ‘
Awb9 Bwhb Bw70

Bwh7 Bw71

Bwi8 Bw72

Bwh

Bwé
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A'!'o‘tkipo_s con f

cuenclasimencres a-0.01,"

TABLA 6. POLIMORFISMD DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LAS
MOLECULAS DEL COMPLEMENTO: fB, €2, ChA y C4B (5).
18 £2 LoLLY LhB
6 1 v;;iO*“ Q0"
5’ o 1
F ’ 2
Fl -A1 : 3 3
Otrosﬁ"*v ‘, Ot:rosMr ‘4 Otrros“
=
.
; S o ”17;\ “ LTl
‘Allei’;s. Nu]os
TRk



Ill.5.‘P0ilMORFISMO DEL SEGUNDO COMPONENTE DEL COMPLEMENTO (C2).

En 1976, fueron descubiertos 6 alotipos del segundo componen
te del complemento por Meo y col. quienes utilizaron la técnica de
electroenfoque con una subsecuente lisis dependiente de complemen

to con un suero deficiente en C2 (52).

El alotipo mis comiin es C2C con una frecuencia del 95 % en
la poblacién general, el que le sigue en frecuencia es una varfian
te basica (C2B), la cual, tiene una frecuencia del 4 al 5 %; por
G1timo, existe una variante &cida. que es sumamente rara y cuya fre
cuencia es menor al 1 % (C2A) (93}, adems, se ha observado un --
gen nulo & silente (23, 62) con una frecuencia menor al 0.01 % --
(62, 64). T e

Los heterocligotos cznc son observadns en un 6 al 7.% de los

sujetos. EIl homoclgoto C B tlen

una‘frecuencla de 0 2% en: la
poblacién (18)

E] C2 se hereda en forma
fismo establecido por alectroanfo

111.6. POLIMORFISHO DEL FACTOR 8%

“protelna =

Para de:e;m}aér'iéiﬁgfé§6§§ éfdA gené&tica da;
de la via alterna del complemento, se utlliza la tecn!ca “de ele--
ctroforesis de alto voltaje en.gel de agarosa e inmunof!jacion. -
El primero en estudiar este polimorfismo fue Alper (2) quien obty
vo h bandas diferentes que fueron nombradas segln su desplazamien
to electroforético. A una de ellas se le 1lama fB*F (por “fast"=
ripido), a otra se le designé como fB*$S (por "slow' = lento); otra
de las bandas fue 1lamada fB*F1, esta banda se desplaza a una po-
sicién electroforética mds hacia el 3nodo que la variante fB#*F, -

A la banda que se desplaza més lenta que la variante fB*S se le -
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denomina fB*S1, la cual, se encuentra a una distancia mis catédi-

ca que la banda S (3).

Las variantes mas comunes son F y S, mientras que las variapn
tes raras son F1 y S1. Estas 4 variantes del factor B que se ob-
tienen por electroforesis son mostradas en la figura 3.

Esta protefna se hereda en forma autosdmica dominante y no -
se ha descrito un gen nulo para ella, pero hay un alelo raro que
da niveles normales de factor B pero tiene la caracter{stica de -
ser no funcional (50).

FIGURA 2. POLIMORFISMO DEL SEGUNDO COMPONENTE DEL SISTEMA
DEL COMPLEMENTO (13, 51).

Unicamente se muestran las dos variantes mis comunes de
c2-(C2B y C2¢) constituidas cada unévpor un patrén de -
‘; tres bandas. '
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FIGURA:3. POLIMORF]SNO DEL: FACTOR B DEL SISTEMA DEL COHV;J
PLEMENTO (3, -13). ‘ o

(+)

F1

g/l
[l

S

— (=)

En esta figura se muestran las cuatro variantes del: factor B
obtenidas por electroforesis de alto voltaje. ' Cada variante
presenta un patrdn de tres bandas: una banda central gruesa
y dos bandas mis tenues localizadas en la parte superior.e

inferior de la banda gruesa.

1117, POLIMORFISMO DEL CUARTO CQHPONENTE DEL COMPLEMENTO (cCh4).

De"'los ‘componentes del complemento codificados-en la regién
del SPH, éste es el que presenta el polimorfismo mids elevado.

: "En 1969, Rosenfeld y col. (68) observaron los patrones poli-
morflcos de Ch usando electroforesis prolongada en gel de agarosa
con una ielectroforesis posterior en segunda dlmenslon,‘ellos nota
-ron:un modelo de herencia dominante poslblemente gobernada por dos

locl ‘estrechamente unidos.

o El modelo de un {nico’ Iocus propue
s.col,. . {67) fue totalmente desca t:
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usando estudios de absorcidn mostraron que el lTocus de Cl'se en--

cuentra por duplicado.

Por otro lado, Mauff y col. en 1978 .(49) usando un sistema de
buffer discontinuo e Inmunofijacidén, establecleron la presencia de

un patrén de 6 a B bandas para C4.

Otro importante paso en el estudio de esta proteina fue dado
cuando Awdeh y Alper introdujeron el proceso de désialaclién con -
neuraminidasa antes de la electroforesis en gel de agarosa e inmu
nofijacién (8). Aplicando esté método pudieron distingiir 6 ale2-
los del locus C4A y dos alelos de C4B as7 como la posible existen
cla de alelos nulos tanto para ChA como para (4B. Sorpresivamen-
te estos alelos nulos se presentan con una frecuencia muy alta --
(13 -~ 19 % en la poblacién general), pero los individuos totalmen
te deficientes de C4 ocurren de 1:1000 individuos (37).

Los productos comunes de CLA migran m&s anbdicamente que los’
productos de CIB pero existen considerables diferencias en Ia zo0-.

'ina de mlgrac[on de las variantes raras de ambos locl.

vlla flgura M se muestran las variantes electroforeticas de

ambos. locl de Ck que actualmcnte se conocen (5)

18 >P6L‘IkMORFISMO DE LA GIOXALASA |.

El gen que codifica para esta enzlma erltrocttarla esta loca
lizado en el brazo corto del cromosoma .6 humano a 5 cM en. direcclonl
a] centrémero de los genes clase II.° Este gen tlene la caracteris

tica de heredarse en forma codominante y estar; en desequillbrio»-

de unidn con los genes que forman el SPH (10)

..Este gen presenta dos
GLO*2; su patrén electroforetlcq se




f,,electroforesls cen: gel de. agarosa. La

_ FIGURA. 4. POLIMORFISMO DEL 'CUARTO COMPONENTE DEL SISTEMA DEL' COMPLEMENTO (5, 8).

(+)
8l B2 . B3 gL 85 B6 87 AN A5 A6 A7 )

:ChB) obtenidas por ---
migran mis anédicamente ==

“En esta figura se muestran todas las varlantes:

‘que la’srkde.c"lB.,; Cada varlante! present es- bandas.

14
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FIGURA 5. POLIMORFISHO DE LA ENZIMA ERITROC TARIA nuo-
XALASA 1-(GLO l) (uz) :

0S AL LDS,DEL COMPLEMENTO.

ha estandarizado la nomenclatura de

nternacional

otipos para los genes del complemento (73).

Los alelos [ndividuales se designan con el nombra del Iocuﬁ,f‘
'nun asterisco 'y un nimero 6 letra, 6 el simbolo "QO" si es un élé-"
io nulo, por ejemplo C2*Q0, CALB%Q0, ChA®2, CLB*1. Los Fenotiﬁosr-
de' las proteinas se escriben con letras mayisculas con un eépaclo

‘entre el simbolo del locus y su variante, por ejemplo C4A 3, ChB L

Los haplotipos se escriben en’la sigulente’ forma se’'coloca
primero el alelo de fB, luego el de 'C2, el de ChA ¥ finalmente el
de. ChB, por ejemplo.,FB*S CZ*C CQA*3, ChB*l 2 sin embargo, enel::

texto presindiremos. de’ co]ocar'el

nombre del Iocus Y- Gnicamente -

se pondra la letra 6 nimero: ‘,Ia varlante, ;para el. ejem:

plo anterior quedaria cémoﬁstj‘”
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111,10, HLA Y LA ENFERMEDAD,.

: Las bases genéticas para cada una de las EAP ha, sugeirld_o;s'tj
asociacidon con el sistema HLA. La ocurrenéla-de uno. 6 ‘mas de. es-
tos padecimientos en varios miembros de una misma f"amilla“ha ',Sid:c»
ya reportado. Los modelo genéticos propuestos incluyen trans”m'i”sié‘hi
mendeljana dominante con penetrancia incompleta y herencla multigé

nica (7).

La importancia de factores ambientales fue también establec]
da debido a la discordancia de la presencia de EA eﬁ gemelos. mono
clgotos. y el hallazgo de que el SR es disparado por ciertos agen-'
tes infecciosos especfficos (20, 21, 39, 87), ”R,eprlré,n:ters a;oé'ia--
ciones de antigenos HLA ., 'especificamenteiel f327‘deli'lo‘cus B, co

rrobora todas estas hipotesis..

Las enfermedades asociadas al sistemal“H‘LAipue‘den'ser‘ ‘agvr‘upa-

das ‘en tres. categorifas: :
1}). Enfermedades en ‘las cuales:

de ublcarse: fuera del SPH’p_er!b esvtS;i'
del HLA, como ejemplos tenemos a: la\.
cia adrenal congénita (15). »

2). Enfermedades asociadas priqiaf

loci D'y DR. Este grupo lnc]uye:’alwg
la Artritis Reumatoide (AR) con a;d,‘cyl'a

los del

3).
nos.del locus B. En esta categorfay"se"fn
como la EA y el SR. ) ) S

De todas las enfermedades asociadas:alis

que-un 90 % de los pacientes presentan«es"»t'e 'aht’?geno »(7_0):}.,
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TABLA 7. ENFERMEDADES ASOCIADASAL HLA. = .~

ENFERHEDAD

Enfermedad de Hodkin
Hemoc romatésis Idiopdtica
Enfermedad de Bahcet

Hiperplasia Adrenal Congénita - U Bh7 :
Espondilitis Anquilosante Sl L 827
sindrome de Reliter : . Bt B2t
Uveitis Anterior Aguda k EEE PRty T ) Tty
Tioiditls Subaguda S Te3s
Psoriasits Vulgaris ' . twb
Dermatitis Herpetiforme D/DR3
Enfermedad Celiaca ’ ) D/DR3 -
STndrome de Sjbgren : D/DR3
Enfermedad de Addisen D/DR3
Enfermedad de Graves . ’ D/DR3
-Diabetes Insulino-dependient e D/DR3
Miastenia Gravis : D/DR3
} B8
Lupus Erftematoso Generaliza do P D/DR3
Glomerulonefritis Extramembr anosa D/DR3
Neuritis Optica . ) . ) D/DR2
Esclerosis MGItiple 7w oo o D/DR2
Deffciencia de C2 7 . } D/DR2
o : B18
Sindrome de Gbodpasture D/DR2
Artritis Reumatolde D/DRA
Tiroiditis de Hashimoto ’ D/DRS
Anemia Perniciosa : D/DRS

Artritls Reumatoide Juvenil - : D/DRw8
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1111, ESPOND I LOARTROPATIAS.

Las espondiloartropatias (EAP) representan a un grupo de al-
teraciones caracter{zadas por la presencia de Inflamacidn peri fé-
rlca’ y artritis axlal con participacidn sacroiliaca como comiin de
nominador y tendencia a la agregacién familiar, a5| como, ausencia
de nddujos subcutaneos y factor reumatoide. :

Este grupo de enfermedades incluye _]a EA, el Sfl, la artropa-'

tla psorfatica, la artritis reactiva, ‘la.
nll y otras. B

como amblentales, es. declr,:

2 ermedades
de. carscter multifactorla),:j‘(l";).

- 11112, PATOGENIA ¥ Fnscusuc‘lA‘nE%LAé EA

“la fisiopatogenia de estos padeclmlencos esta "a‘ﬁn;bién;‘fdg?

,fnnida. sin embargo, se han planteado posibles: 'gcan'Isﬁ6s ‘queiin

;vo-lucran en gran medida a

los antigenos-del’sistema HL

una reaccidn lnflamaﬁorla dlspa a

‘son enprlmer fugar,
‘tes exbgenos en sujetos susceptibles geneticamente
lugar, una inflamacién determinada por factores del
como el grado de produccién de mednadores

I idad de} huésped a ellos (41},

La accién de los antigenos del
estaposiblementa dada por su fun
ganismos patogenlcos yYa sean vl j

militud desde el punto de vi"s'ta
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con algunos antigenos de agentes infecciosos, Debido a esta Iimi-
tacién, el organismo huésped no puede reconocer a tales agentes -
como no propios y es por esto que no es capaz de Infcliar una res-

puesta inmunolbgica (75).

Reclentemente, se ha postulado que la funcién de los neutrd-
filos estd aumentada en los sujetos HLA-B27 positivos comparado -
con los negativos. Se piensa que este aumento de actividad esta
determinado genéticamente & por otro lado, que un transtorno in--
flamatorio crénico produce una liberacidén de mediadores de la in-
flamacién, los cuales, modilifan la funcidén de los neutréfilos. -
En ambos eventos es razonable asumir que los neutrdfilos hiperreac
tivos pueden disparar un cfrculo vicioso de inflamacién y ello -~

contribuya a lesionar el tejido en estos sujetos (66).

En cuanto a la frecuencia de estos padecimientos en mexica--
nos no se tlienen datos reportados, sin embargo, datos del Departa
mento de Reumatologia del INNSZ establecen una frecuencia del 2 %

en estas enfermedades.

La mds frecuente de las EAP en nuestro pals es el SR, ya que
de 10 sujetos con estas enfermedades, 6 presentan SR, 2 EA y los
3 restantes alguna de las otras EAP.

La relacién hombre-mujer en estas enfermedades se encuentran
para EA de 3:1 y para SR 1:2, mientras que para otras como artri=

tis psoriétlca y uveltis la relacidén es similar.

En lo referente a la edad de inicio de las EAP se puede de--
cir que los individuos son afectados en una edad reproductiva. --
La EA afecta a nifios y adultos jovenes (6 - 35 afos), el SR se -~
presenta en adultos Jovenes, la psoriasis es caracterfstica en un
rango de edad de 25 a 30 afios y la artritis psoriética se presenta
en un rango de edad de 32 a 45 afos. ‘ )
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Como se puede ver, las EAP tienen una gran importancia en -~
nuestro pais ya que en primer lugar, estas afectan a la poblacién
en edad reproductiva asl como economlcamente actliva, produciendo
alteraciones que muchas veces son irreversibles y llevan al pa---
ciente a depender totalmente de otras personas.
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IV.OBJETIVOS
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El presente estudio, realizado en sujetos que presehtaron al:

guna espondiloartropatia (especificamente EA y SR) y sus familia-
res sanos & afectados, trata de definir si existen otros marcado--
res del SPH ademds del HLA-B27 que predispongan a cliertos indivi

duos a desarrollar la enfermedad.

El llegar astablecer la existencia de marcadores de suscepti
bllidad para estos padecimientos, podrd permlilr la deteccién tem
prana de sujetos con alto riesgo de padecer la enfermedad y de su
Jjetos que sin presentar datos clinicos puedan ya estar presentan-
do alteraciones preclinicas, lo cual a su vez, traera“como conse-
cuencia un tratamiento oportuno y por tanto mayores posibilidades
de recuperacidn para estos syjetos, ya que evitaria secuelas difi
ciles de revartir.

Los objetivos que persigue este estudio son por tanto los --
siguientes: °

1.--Establecer la Importancia del estudio de los genes que -
vcodifican para Ias proteinas del sistema del complemento (fB8, C2

enzima glioxalasa |

entre los haplotipos
2 dmpldtipds mis alelos de la GLO |) del SPH en las EAP en sujetos
"mestizos mexicanos.

3.- Llegar a identiflcar individuos gue presenten a]gun ha--

plotipo del SPH que “les- predlsponga ailas -EAP.- Ll
4.- Establecer-la. relacién entre HLA, los complotlpos yfloi
alelos de 1a:GLO ! en: paclentes con EAP.

5.- Identlflcar ‘sl hay ‘marcadores que puedan ayudar.a dlfe-—
renciar a la EA del SR debido a que son enfermedades muy parecidas
desde el punto de vista'clinico y ambas se han asoclado,con:ql;ag o
tigeno HLA-B27. R




NOMATERTALES Y HETODOS
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El presente estudio se realizé en 55 individuos que presenta
ban EA y 50 que presentaban SR (edades entre 20 y 70 afos), todos
ellos mestizos mexicanos no emparentados entre si., A estos suje-
tos se les tipificaron las moléculas del complemento (fB, C2 y Ch)

- que son codificadas por genes localizados en el SPH, ademds de la
glioxalasa cuyo gen estructural se encuentra cerca de este siste-~
ma.

Con el fin de establecer la relacién entre el sistema HLA, -
los complotipos y Ja GLO 1, se tipificaron los antigenos HLA-A y
B en 10 sujetos con EA y 19_con:5k;;todqs pertenecientes al grupo

anterior.:

dél‘§lséema f"

se pretende reali

"rlormente estudiados,

‘con’ esto,

rencias entre Ios grupos . de estudio,

‘ se baso f
: 2 pruebas laprueba de x2 (ji-

uadrada

c(a de 2 x°2y ¢l método logTst{cp emp

cadores ‘son -
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B. Materfalio. .o
97<" Placas de Histocompatibilidad Nune.

) N Hamilton de disparo constante (1 pl).
lmﬁltlple Hamilton de disparo constante (5 pl).
mGitiple Hamilton de disparo constante {1 pl).

Pipetas graduadas de 5 - 10 ml.
Tubos-Falcon de 50 ml.

Pcrilla de succién.

Micraopipeta de 10 utl.

C}ﬂReactIvos.
'531.~ Solucidn amortiguadora.de fosfatos pH= 7.4,
'é.- Solucton de -ficoll-Hypaque con densidad de 1.077
= F8rmalina-al L0%.
.. Eosina al, 5%.

D, Haterial Btologtco. :
‘!.-20 ml - de:'sangre obtenldo con hepar|na como anticoaqulante
,‘2.- Antlsueros a.granel. : e e .

“;3.. Comp[emen;o de conejo (Pel-Freer): [:

i Tﬂcnica.,

- Obtenclon de’ celu!as

Las células mononucleares “son: obtenldas de 20 ‘de sSﬁgEg -

‘1200 rpm. (segundo lav

- Flnamehté, se reallzu"otro Iavado e

L tes al anterior (tercer lavado)
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Después del Gltimo lavado, el paquefe celulér es. resuspen
dido y llevado a una concentracién final Qe' 5 x10% céls./
ml.

Hontaje de la técnica de nlcrollnfocitotoxlcldad

Las placas de tipificacién (72 pozos) son montadas utili-
zando 72 antisueros (1 ul. por pozo):y échtefmlnéral para

evitar la evaporacidn de éstos.
En cada pozo de la placa de. tinlflcaclon se coloca 1 pl.j o
de ‘1a suspencidn de células previament ] X
106 céls./ml. - E

Se incuba la placa a temperafu;

Se colocan-5 pl.
(ncuba a temperatura ambient
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B. Haterial:
L i,- Rectdngulo de pelfculade=e jlasti <o de 10 x 20 cms. (Gel --'
Bond Film Marine Callolis2s . Halie  USA). i
2, Placas de vidrio de 10x 20 ems. ; §
3.- Marcos de plastico en fors rmde'® U de 1 mm. de espesor
4,- Papel filtro tipo Whatmrsn de f 1
5.~ Aplicador de muestras,
6.~ Microplpétas de 15 y 51 pl
“7.- Sujetadores.,

L Reactivos: e
1 -,VA'niortlguador de barbitel I ylactea to de calcio pH 860,050,
3 ,»Agarosa Sea-Kem Marine € Zallolds Maine USA.. (se prepara al
i :",'12 en amortiguador deba arbital) - : 7
7>3.’-~_>So|uclon salina al 003 R .
“Ho-ielicerol . . ;
- Solucién de Azul de (omormasiea 1 2.5% ( en una soluclon de
45% de metanol, 10% de &3 cllo 2c Etico en agua). . :
6.~ Metanol al 50% en agua &destilid a nés-la quinta p:al"r‘t‘ :
- volimen total de Scldo =sa citico (Sollucién decdloi’én’v{:e)

D. ‘Material bioldgico:

1.< Plasma EDTA obteni dode inl. <® e sangre.

.2.# Una alfcuota de Hemoglokt.b lna imaana, ;

"'3."-’-7Antlcuerpo anti-facte B B, Atla= ntlc, Antlbodies
o ugh Mo UsA.

B Tév"é'n i\ca::
:l.'.—" Prepar:acién del gel, : !
S vChvb,rI;r 1a p]éca de vilr — Toneli =a nte una.brocha.con una ﬁapa{
f‘/i‘na‘:de ‘glicerol, inmd H fatanen <t e colocar la:-pel Tcula de bplé_s_:‘

ofy;-'preslonar paras saar la=s burbuJas de aire. ~Posterior
t
fl_]a a‘la placa med! Fiante lo = sujetadores,’ una vez llsta B

locar el marce <eplis T ico en forma de 'U'el cual .

1a camar;g vaclar Tla:sol 11 ucién d = agarosa callente R se deJa
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solidificar. Ya que solidificd el gel,'se quitan los suje
tadores y el marco de plistico, secar con'papel Filtro la
zona donde se aplicardn las muestras.

Aplicacién de las muestras.

Con papel filtro Whatman § 1 se seca aproximadamente 3 cms.
del finatidel gel (a través de todo el gel) donde se apli
can las muestras (catodo).~c Repetir el proceso 2 veces,
Sobre el d3rea seca se coloca un aplicador plistico que ~-
tiene perforaciones rectangulares para aplicar las mues--
tras (MASK). En 1a primera perforacién se colocan aproxi
madamente 10 p), de Hb A que sirve como indicador y en las
demas perforaciones se coloca el mismo voliimen de cada --
muestra.

Se espera hasta que las muestras se hayan absorbido las -
muestras en el gel (aprox. 15 min.). Se quita el exceso
de muestra que no penetro con papel VWhatman #1 y-se reti-
ra el aplicador de plastico MASK.

Corrimiento de la muestra,

Las placas se colocan sobre bases:enfrladas por agua circu
lante entre 6 y+10 %C para evitar el sobrecalentamiento -
del! gel de agarosa. ‘

£l contacto entre el gel y el ainort’lgr’:ador {elect rodo)
(sol. 1), se realiza medlante. una mecha constituida por 5
hojas de papel filtro Whatman # 1 (del mismo ancho que la
placa del gel) pePfectamente thumedecida en el amortiguador
electrodo (sol, 1}). Una de las puntas de la mecha se colo

ca exactamente atrds de las muestras y la otraa 1 eni del ..

flnal del gel. ]
La superficie del gel se cubre con un pl8stico o vidrio -
para prevenir desecamiento y la electroforesis se- ‘lleva a
cabo a’ 350 Volts (75 mA} has.ta que .la:Hb haya migrado has

te) i

ta.casl la segunda mecha {3 horas aproximad
Inmunoprecipi tacién. N ieey

En las condiciones electrofqrétlcas'

i
i
|



Lo
del factorgB emigran en una zona de-3-a 6.5 cms . del-orf-
gen. En esta zona se aplica el antlicuerpo especifico antl
f8 humano.

- Se Incuba el gel durante 1 hora a temperatura ambiente en
una cdmara himeda horizontal.

- Se enjuaga posteriormente el gel con agua destilada y se
cubre la superficie con papel Whatman, el cual ha sido -hit
decido con agua destilada. Esto se cubre ahora con anprvo-
xImadamente 12 hojas de papel secante tipo toalla. Sec-'co

“loca encima una placa de plastico y un peso de b Kg.

- Se remueve después de 10 min. y se quita el peso y el ba-
pel. Posteriormente el gel se enjuaga durante toda la noff
che aproximadamente en un litro de-solucién salina para -

remover restos de proteinas [nespecificas,

- €n seguida, el gel se lava en agua dest:lada“dufan{
min.. Posteriormente se seca.al aire ya séé,éf
ra ambiente & aplicando calor. i

~ Se tife la placa durante 10 mln.ﬁy
Coomassie (sol, 5).

r Se enjuaga la placa con
tener el meJor contraste

- Se deja evaporar e

e-muestranzen:la=Ffi

‘V.Z.b{»bharto Componente del Sistema del Complemento (S; 3);

“:El-cuarto componente del sistema del complemento (Ch) es con e
trolado por dos loci localizados muy cerca uno del otro entrevlqs_.
loci HLA-B y HLA-D/DR sobre el cromosoma 6 humano. E! e]evadp pg-f

limorfismo de este componente es revelado por electroforesis de =
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alto volta_]e seguida de Inmunoprecip i i tacién y tincidn de muestras
de plasma con-EDTA, previamente trat adas con neuraminidasa para e

eliminar el dcido-sidlico.

A, Equlpo:
_EV mismoque;

se-usa’para factor B .

B. Material

»der v'id‘rlo de Cornling Gléss Wor ks . N. v

" de: vidrio de 13 x 20 cms .

celofan secado a temperatura arnblente durante 6 m‘

&.mds,

‘0'— Todo el material restante es el rﬁ(smo qu
el facton B. :

“Ci Reactivos
i.- Amortiguador de fusfatos pH 678
lisis. : ;

2.- Amortiguador. de corrimient

3.- Agarosa de electroe‘nd'o‘s"mus

mortigiador de corrimien

t(: y- 5'mil de EDTA al

estilada para comple=
tar 100 m1.- e

5 -s61ucién de Azul de. Coomassie “(la a, usada para_ fB)

:6'- Solucién decolorante (a nisma ‘para’

“D. Materlal bioldgico: e
1< Plasma EDTA obtenido de 5ml.~ de’éérigi" ¥

2,~ Hemoglobina A como ma reador. : o O
3.- Anticuecpo anti-~-Ch humanﬁo. Atla‘nt‘i"c. Antlbodies.;ScaﬂrBo,-‘
' - ungh; Ho.,USA
l,- Neuraminidasa tipo VI .obtenida de Clostrldlum perfrlnges.il.'

Sigma Chemicals Co.: §t. 'J-OUFF USAL
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E. Tecnlca'
Tu-

Deslalaclon.

10 pt1."dela ‘muestia se mezclan com 2 pl. de neiraminldasa

y se colocan en un $istema de di&1isis contfnuo durante 18
horas -a h °C.

Prepa racidén detl gél de corrimiento.

Se cubre una placa de vidrio con una solucidn de aga rosa -

al 0. 5% en agua destilada. Se deja secar. ;

Se. forma un molde colocando encima de la placar ant:erior una
segunda placa de plastico siliconizada y entre ellas_el ma:r
code 1 mm. de espesor. Se mantienen Juntas las’p]aq;:us ne
dlante los sujetadores metdl icos. ’

Se vierte la solucién de agarosa de corrimiento para=Ch -

{sol . 3), alin caliente, dentro de! molde y se deja sollidi-

flcar. Se sella perfectamente el molde con envoltura:de -

plist-ico y se almacena en refrigeracidn hasta st uso.

lolocacion de las muestras.

Se reduce el exceso de agua del gel de corfFimliento, colo--

cando. 2 veces sobre &1 uma tiracde 5 cms, de ancho de papel
5flltro. : '

_Sobre. la parte donde se ha qulitado el exceso de agua,,. se >
".coloca el apllcador plastlco para muestras (P‘ASK) d_e (tal_,_

forma ,que Ias muestras queden a.unos: "2 .cms'

“Corri-miento electrof‘oretlco.~

tira ‘el apl [cador.

Se coloca la placa con el gel enel eq'ulpon"de elect rofore-

sis, con las muestras en el lado dél catédo.

Semoja en conjunto 5 hojas de papel Whatman (dél t amaio -
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de 1a placa del gel) en el amortiguador de corrl

entobf4 T
(sol. 2) y se colocan en ambos extremos (anodo y catodo)
de la placa de gel {2 cms. antes del final).

- Se cubre la placa para evitar desecamiento del gel y se -
ajusta la fuente de poder a una corriente constante de 65
mA (300 - 500 V.).y se deja el corrimiento hasta. que i
marcador de Hb ha alcanzado el extremo opuesto (4 4:5 hrs.).

5.- Inmunoprecipitacién y tincidn. :

- Se distribuye 1 ml., de anticuerpo anti-Ck humano en-una -
drea de 5 cms. en el centro del gel.

-~ Se incuba durante una hora en una cadmara himeda.

- Se enjuaga cuidadosamente el ge)l bajJo un chorro de: agua -
corriente. .

- Se cubre el gel con una hoja de papel Whatman, humedecido
con agua destilada, seguido de 10 hojas de papel ébsorbeg
te tipo toalla y una placa de vidrio. Se coloca encima -
un peso de 4 Kgs.. Se mantiene asi durante 10 min.

- Se enjuaga el gel en solucidn salina durante t&da la noche.

- Se lava el gel en agua corriente durante 20 min..

- Se seca y se tifie con solucién de Azul de Coomasslie al 2 52

] - Se destlfe hasta a\canzar un contraste optimo (sol. 6 d
; £B). "

Los patrones de. bandas.

’Urre en el sitlo que contlene erltrocltos de carnero sensibillzados
-y todos los componentes ‘del complemento, excepto €2; esa serd. la
posiclon de €2 en'el gel de electroenfoque L
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“"A. Equlpo:

1.- Equipo de electroenfoque. Multlphore LKB
2.- Balanza apalitica Sartorius. )
3.- Centrifuga. €O0-500 Damon JEC ng{éJon”
k.- Estufa. National Meincke Compa ;
5.- Agitador magnético. :

B. 'Material: :
1.- Placas de . vidrio de 10 % 20
. 2.- Marcos de plasticos de 10 X

de espesor.
Smm »ere5peséf.l
v 3.~ Marcos de plastlco de 20’5' ﬁhflde espesor.
‘1'_2;'Sujetadores i i '
: ,-;Mlcropipeta de 10 yl'

.~'Termomethq;-‘v
~Papel fllt

4
5
“6.- Pinzas.
7
8

Hhétmgn I;1q

Eastmal Kodak Company Printed
LKD Sweden,USA.
Bio-Rad. Laboratories, Richa-

Rlbﬁflailﬁaf(solutién al
1% en agua destilada) mon, Calif. USA.

Materlal bialdgico:

1i="Plasma EDTA provenlente de 5 ml. de sangre.

2.~ Suero humano deficlente en C2.
“3.)-Eritrocitos de carnero sensibillzados (45).

E. Técnica: .
1.- Preparacidn del. gel. . : :
= Se coloca sobre un vldrio de 10 x 20 cms., un-marco de plis.

tico de 1. mm.‘de espesor

er
11

20 f‘cms._de ancho. (el marco-cu-

bre 3 lados del vldrIo. Encima de este Gltimo se coloca. -

owuna placa de plas*lco s llconi;ada de las mismas dImensIo-
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nes del vidrio. Se mantienen las placas Juntas con los su-
Jetadores de tal forma que se obtiene una cimara de 1 mm.
de espesor con un extremo abierto.

En un matraz colocar 40 mi. de solucién de acrilamida al

6 %, 10.8 ml. de riboflavina al 1%, 2 ml. de anfolina pH

5§ - 8, 0.4 ml. de anfolina pH 3.5 - 10. Se mezclan y se
degasifican.

El gel es vaciado en la clmara preparada anteriormente.
Aplicacion de las muestras.

‘Para la aplicacién de las muestras usar rectingulos de -
papel filtro de dimenciones de 0.5 x 2 cms., situdndolos

a 3 mm, de distancia uno de! otro y colocados a 2.5 cms,
de distancia del electrodo dnodico. La distancia entre -
cada tira de papel debe ser tal que permita colocar aprox]l
madamente 20 tiras por gel. 7

Se aplican 20 pl. de muestra sobre cada tira de ﬁépe1.
Corrimiento de las muestras. .

El aparato para electroenfoque se coloca. en un. cuarto frio
a b °c. :

Se coloca el electrodo posltlvo exactamente atrds de las
muestras y el -electrodo negatlvo aproximadamente 9 cms’. ?
~adelante de éstas. o

Se ajusta la fuente- de poder a: 1 5 watts/gel, ‘un’ voltaje ;
méximo de 1000 y ‘una corrlente iniclal de; 6 mA/gel (medua

hora). :
Se enfoca el gel duranﬁef{BAh
hayarcafad a7276ﬁjgé]}i;
Preparacién del gel paré reYef
A un matraz agregar 14.5 ml.'&
suero humano deficiente de €23

cuando estd a 70 °C, se agregan
carnero sensibilizados.
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5!- Ensayo hemolTtico.

- Una vez que ha terminado de correr la muestra; colocar so
bre Ta placa de electroenfoque un marco de pldstico (20.6
x 11 ems.), y cortar el gel sobrante. A esta placa que -
tiene las muestras y el marco ponerle otra placa y colocar
los sujetadores, vaciar el gel (para revelar C2) e lIncubar
a. 37 °C por espaclo de 2 horas. Una vez finalizada la in
cubacidn se hace la lectura de la placa.

6.~ Fijacién de la placa.

- St se quiere conservar la placa para hacer lectura poste-
riores, se fija la placa con una solucién de glutaraldeh]
do al 0.1% en PBS por 10 min.; para ello quitar el del de
poliacrilamida quedandose con el gel de agarosa e introdu
cir la placa en la solucién de glutaraldehfdo ¥ deJar se~

car.

Los patrones de bandas: obtenld s‘pé'éyéégeigompaﬁgnpgbﬁon'f-
‘mostrados en la figura 2. A

v.3. GLIOXALASA I (GLO 1)

La gllioxalasa | es"una enzim

Itsado de globu]os‘

Tforests del
‘metilglioxal mds glutatién.”

‘A. Equipo: . K
11 El mismo que .se usa para.d

Material

B.
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c. Reactivos.
1.~ Amortiguador de corrimiento Tris/Barblta
<2.- Amortiguador para tincién . .No. -1,

Metilglioxal. Sigma Chemical:
Glutatidn reducido IR T
Metiltetrazollo. " B

biclorofenol-indol. "

Mercaptoetanol, M

Tolueno.
'Soluclon sallna 0. 852

s :
© W W~ oW
L}

'b;1ﬁéfgr1affblb]69igd
'4°J§-’Ljsado aé GR&

‘pompjéﬁa..:

: E; Tecnlca i . :
e Obtenclon del lisado. de GR,
.?:Se toman 10 ml. de sangre venosa. con.
= Se-centrifuga a 2000 rpm. durante 10, ml

plasma para la tiplflcaclon de fB CZ y

paguete de GR. 3 Veces con solucién

- Se lava-el

lente a-la mitad y.a la cuarta parte del,volﬁme

pectivamente. ~ Se agita en un vortex dufénté~3
- Se centrlfﬁja 10 min. "a 2000 TRWIL

- Se obtlene el lisado de GR. &dyudandose’ con‘un
teur. £} lisado se puede almacenar a. - 70 °C
2,- Aplicacidn de las muestras.
- Se enjuaga con agua destilada dUranie 10:mi
acetato de celulosa. ‘q
-.Se saca del agua y se seca con ﬁb]a€~d
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sis y se conecta la fuente durante 10 min. a 300V y 10 -
mA. Los compartimientos de la cdmara deben llenarse con
500 ml. de buffer de corrimiento (sol. 1).

- Se aplican 3 pl. del lisado de GR. en la hoja de acetato
de celulosa con una separacién de 0.5 cms. entre cada mues
tra, de tal forma que las muestras queden en el extremo -
catddico.

3.~ Electroforesis.

- Se corren las muestras a~300 V, durante 2 horas a tempera
tura ambicnte. La electroforesis se completa cuando la
Hb ha migrado aproximadamente 3 cms. del origen.

--Se corta la hoja de acetato de celulosa a nivel del puen-
an6dico y en el extremo catédico exactamente atrds de la Hb.

L.~ Tinctén.

- Se tifne la hoja de acetato de-acetato de celulosa sobre -
una placa de vidrio, colocando la porsién absorbente hartr:lra
abajo sobre la tincidn No. 1, durante 2 min. (sol. 2).

- Se transfiere la hoja a la tinclén No., 2 y se mantiene en
ella durante 2 min. (sol. 3).

- Se coloca la hoja en una ¢imars himeda con el lado tefildo
hacia arriba.. Se mantiene la cdmara himeda en la o»bscl‘lr_l_‘
dad y se lee después de 30 min, : :

Los patrones de bandas obtenidos se dbse{fvan‘enflé "‘ffl‘g'l;f‘S';

e -‘fe’s‘t,udib en funcidn de.

e efectis generalmente median’

.




Caracterfstica - LT
- [T Ged c-+ d
a-+ ¢ T bo¥-d N= atb+c+d

Para poder establecer la probabilidad de que ambos grupos di
fleran-uno-del otro en forma significativa, y que su variaclén no
haya “sido s61o debida al azar, la tabla de 2 x 2 se evalGa median
‘t:é'lai prueba estadfstica x2 ( 48, 81 ).

Xz = (ad - bc)z N
(a + b) (c=+ d) (a + c) (b + d)

Si el valor cbtenido de la prueba x2 implica un valor de "p"
menor ‘@ 0.05,  1a hipdtesis nula que dio origen a la comparacidn se
rechaza. " Un valor de '"p" menor a 0.05 significarque en menos de

| en 20 casos se comete error al rechazar la hipdtesis nula.

El valor '"p'" se obtiene al interpolar en tablas de distribu-
cién Jji-~ cuadrada el valor numérico de x2 en funcién de los grados
de libertad de la prueba, Para todas las tablas.de contingencia

de 2 x 2 se considera un grado de ‘libertad. Si a, b, c 6 ¢ fueran '
menores a 5. la prueba de'jF-ci:adrada'deJa"de"tene’r val d:ez' :

debe wtilizar en este caso la prueba »exract'a déjFiélh:e

directamente el valor de 'p''.

(e ;L:“d)'fyz \

fa a +k-"7b)‘!‘k'
; B
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2. Método Logistico Empirico (34).

Este método estadistico aceptado de andlisis de tablas de con
tingencia de 2 x 2 que permite descriminar entre asociaciones pri
marias y secundarias de dos fenotipos diferentes con una enferme-
dad. Sl ambos antfgenos resultan estar positivamente asociados =
con ta enfermedad, pudiera ser que cada uno esté asoclado con ella
en forma independiente, 6 que uno se encuentre asociado sélo debi
do a su combinacién con el otro antigeno. Una prueba de x2 no se

ffa suficlente para resolver esta situacidn.

La transformaciép .logfstica de proporciones como también se
le. denomina, es mucho mds cercana a la distribucién normal -y pro-

porciona estimaciones varianza confiables.

E1 modeid bioldgico considerado en el método - Iogfstico embff,
rlco es-un sistema de dos loci,. uno es el locl de--las moleculas -
de! complemento y el otro el 'dre la GLO I. ~.Si consideramos a los
complotipos como Ay a la GLO 1.como B,habra cuatro prosibAlcs corn—
binaciones fenotiplcas: A+.B+, A+ B-, A- B+ y A~ B-, y'para cada‘V
combinacidn.habrd "r': sujetos .con:.la enfermedad y n - r''sujetos

sanos .. Las correspondientes transformaclones loglst!cas emplricas

e stén def'inldas por:

de la proporclon

conuna varli
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El presente estudie> fue rea 1 izado en tres etapas, comprendiendo la prime-

ra el estudlo de los al @los del comlemento (complotipos) en poblacién abferta
de 55 paclentes con Espondilitis Anquilosante (EA) y 50 pacientes con STndrome
de Reiter (SR) comparados con 175 Indivi duos normales, todos ellos fueron mes-

tizos mexicanos.

En esta mism ctapa, se Inc Tuyd otro marcador, cuyo gen se localiza tam--
bign en el brazo corto del cronosoma 6 humano y que es 1a enzima glioxalasa |,
se escogif es te mraado r debido @ que solamente tiene dos alelos (GLO*1 y GLO*2)
(42), los cuales, se heeredanen forma codominante y por tanto pueden dividir

marcadores ge n&ticos ery  solanen e dos tipos (h1).

En la segunda etap>a, se es Tudlaron los genes HLA-A y HLA-B en 10 pacientes
con EAy en 19 con SR, tratindo deestablecer si existe relacién entre los ge-

nes del sistema WA, 1os gnes del complemento y el gen de la GLO .

Finalnente, la i1 = im etapa comprend i6 el estudio de las genes del comple
mento, de la GLO | y del sistema HA en 11 familias de los sujetos (pacientes)

ya previanente estudlados,

Todas las tiplficacimes de los genes del complemento realizadas en los -
55 pacientes confAy en los 50 con SR son mostradas en las tablas B y 9 res--
pectivamente. Encstas misms tablas se coloca el alelo de la GLO 1 tipifica-

do para cada cromosoma de todos  los pac ientes.

En primeer jugar, se establ ecieron lTas frecuencias gé&nicas de los alelos -
del complemento, éstos fusron @mnalizados en los tres grupos de estudio y los -
datos se vestranen 1 & tabla 10. Puede notarse que se encontraron diferen-—~
cias estadis ticamente significativas en los alelos CIAXQO y ChA*L del locus =-
ChA, los cuales se preesentaron  disminuidos en los pacientes con EA al ser com-
parados con 10s sujetos coitrol  y tanbi&n con los pacientes con SR; por otro -
tado, el ChA=:3 del mismo locus , se encontrd Incrementado en el grupo de enfer-

mos con EA.



TABLA 8: COMPLOTIPOS Y ALELOS DE LA GLO .PIPIFICADOS ENLOS 55 PA-
CIENTES CON ESPONDILITIS ANJUILOSANTE. - - :

1.- S030-2/SC01-1 29.- FC31-2/5031-1

2.- 5C31-1/SC31-1 30.~ SC31-2/5C01-2
3.~ 5C30-2/5031-2 34.— SC30-2/FCO1-2
4.~ SC31-2/SC31-1 32.- S5C31-2/5C01-2
© 5.- 5042-2/5001-2 33.- FC31~1/5C31-1
6o~ FCI1-1/5C61-1 34.- FC31-2/5C31-2
7.- SC31-2/5¢30-2 35,~ S5C34-1/FC31-2
8.~ SC31-2/sC21-2 36.-~ 5C31-2/5C31-1
9.~ S031-2/5C31-2 37.- SC31-2/5631-2
10.-~ SC31-2/5030-2 38,~ FC31-2/5C81-1
14.- 5C31-2/5C31-2 39.- FC31-2/FC30-1
12.- SC31-2/5031-2 40.- 5C31-2/5C30-2
13.- FC31-2/sC02-2 41.- SC31-2/5C21=2
14.~ SC31-2/5C31-1 42.- 5631-2/5C30-2
15.- S5C30-2/SC01~1 43.- SC31-2/5C31-2
16.= 85C31-2/5C11-1 44.- SC31-2/8€30-2
17.~ SC31-2/5€31-2 45.- S031-2/5€30-1
18.- FC31-2/FC30-2 46.~ SC30-2/5030-2
19.- SC31-2/SC31-1 47.- SC21-1/FC31-1
20.- FC31-2/5C01~1 48.- FC21-2/FC31-2
21.- 8C31-2/5C31-2 49.- SC61-2/FC30-1
22.~ 5031-2/5C01~1 50.- SC31-2/5C41~-1
: 23,- S031-2/5031-2 51,- 8C31-2/5C31-2
5 24.- £031-2/5031-2 — 52.- $C31-2/8C11-1
25.- SC31-2/8031-2 53.- S1C21-1/FC31-2
26.~ SC30-2/5001-1 : 54.- SC31-2/5C34-1
27.- 'S631-2/5€30-1 . B5.~ SC31-2/8C30-1

23.~ 5031-2/5€30~1



TABLA 9: COMPLOTIPOS Y ALELOS DE LA GLO TIPIFICADOS EN LOS'50

24.-
25, -

PACIENTES CON SINDROME DE REITER.

SC31-1/5C31-2
$C31-2/8€30-1
FC31-2/5C31~2
5€42-2/5631-1
5€31-1/5C01-2
5042-2/5631-1
FC31-2/5651-2
5040-1/5631-1
5631-2/8C31-1
§031-1/5C01~1
SC42~2/8C31-1
8C31-1/8C01-2
SC31-1/5630-2
s032-2/5ce0-1
FC30-1/S€01-2
5C32-2/5¢30-2
5032-2/5031-2
5642-2/SC01-2
§C32-2/5631-1
5C42-2/5C31-2
5631-1/5C11-2
SC31-2/8¢11-2
5C30-2/5631-1
SC31-2/5¢31-2
SC31-1/8C31-1

26,-
27.=
28~
29.-

30.-

31.-
32.-

33.-
34.-

35.-
36.-
37.-
8.~
39.-
40,-
41.-
42.-
43.-
a4.-
45.-
46.-
47,~
48.-
49.-
50.~

sc4g-2/cho-1
sc31-2/5¢30-2

§C31-2/FC30-2

5632-2/5050-2
$€20-1/5C01-2
FC30-1/FCO1-1
SC31-2/sC30-2
5633-1/FC31-2
FC31-2/5C01-2
S031-2/5€31-1
5031-2/5631-2
51021-2/5C11-2
SC40-2/FC01-2
SC41-1/8031-1
§031~1/5C01~2
5C31-2/FC30-1
FC31-1/5C01~1
SC31-1/5001-1
5C31-1/FC31-1
5032-1/5€30~1
FG31-2/5C11-2
SC31-1/8C01-2
FCO1-2/5C31~1
5€42-1/5C31~1
SC30-2/5C42-2

" 5k
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TABLA1p. FRECUENCIAS DE LOS ALELOS DL COMPLEMENTO =N LOS PA-
CIENTES CON EA, SR Y E¥ LOS COJTROLES NORMALES.

(n=110) (n=100) {n=350)
c44 EA SR NORMALES
0 .og0*¥ .14 77
1 .018 .05 <011
2 045 .02 .054
3 .8 *2 .66 .634

4. .018**? At 4105
5 — 020 B

.018

0.05 2p &

0.001 2p & 0,002
0.001 2p £:0.002
0. 0005 2p =. 0.001
0.001 2p € 0.002
0.001 2p & 0.002

* ¥ Diaminuido ‘con raspecto a

*: Inoramantadu oon; raspecto a-

controles

'controles:;“
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Con respecto al locus de CL4B, se observé disminuida la frecuencia del ale

lo C4B#*2 en los pacientes con EA al compararlos con los sujetos normales & con

los pacientes con SR.

En el focus de la GLO |, el alelo GLO*] se encontrd altamente incrementa-
do en los pacientes con SR, en forma correspondiente el alelo GLO*2 estuvo dis
minuido ya que como se dijo el gen de 1a GLO solo tiene dos alelos, ambos re--

sultados presentaron una alta significancia.

En cuanto a los alelos del factor B y de C2, éstos se encontraron distri--

bufdos sin diferencia en los grupos de sujetos enfermos y en los controles.

Después de analizar los alelos por separade, se procedid a analizar sus -
combinaciones, es decir, en forma de haplotipos 6 de complotipos como también
se les conoce, lo cual se muestra en la tabla 11. Como se observa,los complo-
tipos SC31 y SC30 se encuentran incrementados significativamente en los pacien
tes con EA cuando se comparan con el grupo control, mientras que la frecuencla

del SC42 se encuentra disminuida en el mismo grupo de enfermos.

TABLA 11. FRECUENCIAS DE LOS COMPLOTIPOS EN LOS CROMOSOMAS DE PACIEN-
TES.CON EA, SR Y CONTROLES NORMALES.

(n=110) p Vs (n=100) p vs (n=347)

L Complotipo : controles SR controtes controles

#1

<.05 L0039 T o NSLEI0.37h

<001 " 0.0 NS 200118
NS 0.11. .7 NS 0,112
NS 0.07 Couo7h

<0253 .08 0,069
NS 0.05 0,034
- 0.22 0.219

*  Incrementado con respecto a controles, f IZp = NS
#% Disminuido con respecto a controles.' 2p <'0.002

32p 0,05
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Dado que el $C31 fue el complotipo mds frecuente en los tres grupos estu-
diados y encontréndose al mismo tiempo incrementado en los pacientes con EA, -
se asumié la existencia de subtipos de complotipos. Para poder subdividir a -
los complotipos se usd el gen estructural de la GLO | que es el correspondien-
te a la enzima glioxalasa | con sus dos alelos GLO*1:. GLO*2, con la cual, ca-
da complotipos se dividid en dos subtipos, el que tenia GLO*1 y el gue se acom
pafiaba de la GLO*2.

En la tabla 12 se presentan los 6 complotipos mas comunes divididos por -
los alelos de la GLO, {nicamente se presentan 95 cromosomas en EA y 78 en SR -
ya que los otros complotipos fueron excluidos dada su baja frecuencia y el he-
cho de que algunos linicamente se encuentran combinados con un alelo, es noto--
rio el hecho de que el complotipo SC31 en los pacientes con EA se combina més
cominmente con la GLO*2, mientras que en el SR lo hace con la GLO*1, por otro
lado, el complotipo SCO1 se combina mds con la GLO*! en EA, mientras que en SR

se combina mas con la GLO*2,
TABLA 12. FRECUENCIA OE LOS COHPLOTIPOS MAS COHUNES DIVIDIDOS POR
ALELOS DE LA GLO EN EA, SR Y CONTROLES NORMALES.

. S EA SR Controles”
Complotipo CLO%T GLO*Z GLO*T GLO*2 GLO#1 GLO%2

31
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Para poder analizar la contribucién de los dos marcadores (complotipos y
GLO) a Ta enfermedad en los grupos de estudio, se selecciond un método que dis
tinguiera cual es el gen primariamente involucrado, este método es el logisti-
co empirico (MLE), el cual, tiene la ventaja de discriminar la influencia de -
dos marcadores cuando ambos se desvian de lo esperado asumiendo combinacign --
aleatoria de los genes. En la tabla 13 se muestra la aplicacién del método pa
ra establecer la asociacién primaria & secundaria de los marcadores con la en-
fermedad, analizindose solos y combinados en ambas enfermedades. Gracias a es
ta tabla, se puede establecaer que la combinacion de complotipos mds GLO tiene
un efecto importante sobre la enfermedad ya que tanto el SC31 GLO*2 como el --
SCO1 GLO*1 tienen una frecuencia aumentada en los pacientes con EA, mientras -
que en Tos pacientes con SR Ta combinacidn SCOl GLO*2 es Ta que se encuentra
aumentada. Existen también combinaciones que tienen una frecuencia disminuida
tal es el caso del SC31 GLO*1 y el SCOl GLO*2 en los pacientes con EA, y el --
SC01 GLO*1 en los pacientes con SR.

E1 efecto significativo de los complotipos solos sobre la enfermedad es -
también revelado por este m@todo, ya que como se observa en esta misma tabla,
la frecuencia del complotipo SC42 se encontré disminuida y el SC30 incrementa-
do en Tos pacientes con EA; este efecto no fue influido por la contribucién de
los alelos de la GLO. Por otro Jado, también se logrd establecer .que los ale-
Tos de la GLO por si solos influyen G tienen un efecto en los pacientes con SR
ya que como se observa en la misma tabla 13, cuando se tiene 1a combinacién -
del complotipo SC31 con el alelo 1 de la GLO, el gen que tiene un efecto signi
ficativo sobre la enfermedad es el alelo GLO*1 que se encuentra aumentado en -
estos pacientes, lo anterior corrobora lo ya establecido desde la tabla 10 acer
ca de Ta influencia de estos alelos en el SR.

Es importante notar que cuando se presenta la combinacién del complotipo
SC31 con los alelos de la GLO en EA, ambos marcadores tienen un efecto sobre -
la enfermedad, mientras que cuando esta misma combinacién se presenta en SR, -
Gnicamente el marcador del alelo de la GLO es el que tiene un efecto sobre el
badecimiento.

El MLE se analizd en tablas de distribucidn normal y los valores de "p" -
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fueron establecidos en andlisis de una y de dos colas, en la tabla 13 se obser
va que los valores que permanecieron significativos después del ensayo de dos

colas fueron las combinaciones SC31 GLO*1 y SC31 GLO*2, asi como el complotipo
SC42 y el SC30 en EA, mientras que en SR permanecié elevada en forma significa
tiva la participacion del alelo GLO*1.

TABLA 13. SIGNIFICANCIA ESTADISTICA DE ASOCIACION CON LA ENFERMEDAD
DE LOS COMPLOTIPOS SOLOS O COMBINADOS CON LOS ALELOS DE
LA GLO EN LOS GRUPOS DE PACIENTES ESTUDIADOS.

EA SR

Resultado de Resultado

ta prueba. valor de p 1a prueba valor de p
SC31 solo -0.04 NS 0.25 NS
6LO*1 & GLO*2 0.25 NS 2.07 <005 *
SC31/6LO*1 -2.77 <0.01" 1.35 NS
SC31/GLO*2 2,77 €0,01% 135U T TN
5C42 solo -2.18 ¢0.05" - -0.61 - N
6L0*1 & GLO*2 0.67 "~ Ns 2073 NS
SC42/GLO*1 & *2 1.8 NS 0,27 NS
5C01 solo 21,077 NS -0.48
GLO*L & GLO*2 0.47 . CINS 0.30
SC01/6LO*1 1.81 0.05 -1,64
5C01/GLO*2 -1.81 ~20.05 1.64
FC31 solo 0.3 NS -0.39
GLO*1 & GLO*2 0.51- - =~=N§ 0,39
FC31/6LO*1 6 *2 -~ 0.08 NS 0.97
5C30 solo 2.21 <0.05" 0.25 -
6LO*1 & GLO*2 0.29 NS 0.88 -
SC30/GLO*1 & *2 0.86 NS -0.05 "
FC30 solo -0.41 NS 0.31: %
6LO*1 § GLO*2 0.39 NS S ledl
FC30/GLO*1 6 *2 1.09 NS 1,02

* Ensayo de dos colas.
NS: Valor no significativo.
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En la figura 6 se ilustran los resultados de la combinacidn de los complo
tipos y de Tos alelos de la GLO en los tres grupos estudiados. Unicamente el
grupo de pacientes con EA difiere marcadamente de los otros dos grupos, parti-
cularmente en el incremento del haplotipo SC31 GLO*2 y 1a disminucién del com-
plotipo SC42. £l complotipo SC31 con sus dos subtipos GLO*1 y GLO*2, fue dife
rente en SR con respecto a 1os otros grupos; la variante de GLO*2 fue mis fre-
cuente en los sujetos normales, mientras que la variante GLO*1 Jo fue en SR.

En la tabla 14 se muestran los fenotipos en las dos enfermedades tratando
de establecer una relacién entre ellas. Como puede notarse, fenotipos con el
haplotipe SC31 GLO*2 constituyen el 63.6% del total de pacientes con EA, mien-
tras que el mismo fenotipo solamente representa el 28% en el grupo de pacientes
con SR. Otra diferencia significativa entre 105 dos grupos se observa en el -
fenotipo portador del haplotipo SC31 GLO*1, el cual, comprende el 38% en SR y
solamente el 5.4% en EA. los otros complotipos SC30 y FC31 no fueron dividi--
dos por 1os alelos de la GLO debido a su baja Frecuencia.

Tratando de ser mis esquemiticos en cuanto a las diferencias que existen
entre ambas enfermedades sobre 1a presencia de ciertos fenotipos, Tos datos de
Ta tabla 14 se muestran en 1a figura 7.
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TABLA 14. FRECUENCIA DE LOS FENOTIPOS DE LOS PACIENTES CON ESPONDILI-
TIS ANQUILOSANTE (EA) Y SINDROME DE REITER (SR).

Fenotipo

SC31-2/5C31-2
/5€31-1
/SC30
/FC31
/8C01 -+
- /0tros -

SC31-1/sC31-1
/5€01
/5042
/0tros

FC31/5C01
/0tros

SC30/SC30
/5C01
/Otros

Otros/0tros
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FIGURA 7. FRECUENC!A DE LOS FENOTIPOS EN PTES CON EA Y SR
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Después de analizar los complotipos y los alelos de la GLO en los 55 pa--
cientes con EA y en 1os 50 con SR, se tipificaron las moléculas de los genes -
HLA-A y HLA-B en 29 pacientes, 10 con EA y 19 con SR, estos datos son mostra--

dos en Tas tablas 15 y 16.respectivamente.

TABLA 15. HAPLOTIPOS TIPIFICADOS DE LOS 10 SUJETOS CON EA.

Paciente

Haplotipo

Paciente

Haplotipo

A28,B49,5C01-1
A33,B27,5C30-2 *

Al ,B27,8C31.2 *
A2 ,B5 ,5C31-1

A2 ,B13,5C31-2
A31,Bx ,5C31-2

A9 ,B35,5C01-1

A10,B27,5C30-2 *

A2 ,B27,FC31-2 *
A3;B51,FC21-2 -

10

* Haplotipos marcados con el antigeno HLA-B27

A2 ,B27,FC30-1%

"A11,8x ,5C61-2

A2 ,B27,5C31-2*
A28,B27,5C41-1*

A2 ,B27,SC31-2*
A24,827,5C01-2*

Al ,B27,FC31-2*
A11,B850,51C21-1

A24,835,5C30-1
A19,B27,5C31-2*%



TABLA 16 EAPLOTIPOS TIPIFICADOS DE'LCS 19 PACTANTES CON' SR

PACIINTE

HAPLOTIPO

PACIENTE .

65‘

HAPLOTIPO

1

10

©CAZyBT;C SC32-2
- A2,B14,5631-1

A9,B27, SC42-2%
A25,B27,5C31-1 %

A2,B40, SC01-2
A10,B27,58C31-1%*

42,827, 5C31-1%
Al,B5, SC30-2

A2,B27, SC30-1%
A9,B15, §C32-1

42,821, S010-2
A26,B41,5C32-1

A2,B27, 5C32-2%
A3,B27, SC30-2

AL, B35; SC42-2.
A2,B14; 5C01-2

Az,314, Fe31-2

42,835, 5C33-1

11

12

13-
14
15

16

17

9.

©, A26,827,FC31-
A0, Bx, 8601

A19,B5, SC31-1
Ax,B27, SC31-2 *

A2,Bl4, SCll-2
A34,B50,51021-2

A1,B39, SC40-2
A23,839,FC01-2

A2,B27, SC41-1

®

 A24,B14,5C3i-1

A9,B51, SC31-17
Ax,Bx, - 5001-2
3,851, FC30-1
Ax, 827, SC31-2;

ML,BRT,S0R &
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De los 20 cromosomas tipificados para HLA-A y B en los 10 sujetos con EA,
11 (55%) portaban en antigeno HLA-B27 y solo un paciente fue HLA-B27 negativo
en ambos cromosomas pero fue homocigoto para el SC31 GLO*2; del total, 6 (30%)
portaba el haplotipo SC31 GLO*2 (asociado con la enfermedad segiin los datos -
anteriores) y Gnicamente 3 (15%) portaban el SC30 (también asociado con la en
fermedad seglin el estudio de complotipos). De los 6 con SC31 GLO*2, 4 (66%)
portaban el B27 y de Tos 3 con SC30, 2 (66%) portaban este mismo antigeno.

Como puede notarse, los haplotipos que portan el antigeno B27 son hetero-
géneos con respecto a los complotipos y a la GLO de su mismo cromosoma. Llama
1a atencidn la participacidn de los complotipos SC30, FC30 y FC31, ya que en -
31 cromosomas de individuos normales B27 positivos sélo en uno se presentd el
SC30 y en ninguno se encontrd el FC30 y el FC31, esto se muestra en la tabla 17.

De los 19 sujetos con SR tipificados se obtuvieron 38 haplotipos, de los
cuales, 14 (36.8%) portaban el B27, encontridndose dos individuos homocigotos -
para este antigeno; 19 (50%) eran GLO*1, y de estos, 9 {47%) ademis portaban -
el complotipo $C31; en total 5 (13%) eran B27 SC31-1. De los 38, 4 (10.5%) --
eran SCO1 GLO*2 (aumentado en estos pacientes segiin los datos del estudio de -
complotipos y GLO) y ninguno de éstos se acompafiaba del B27.

Los haplotipos del SPH en los pacientes con SR muestran que aquéllos mar-
cados por el B27 son diferentes de los encontrados en los pacientes con EA, ya
que ios complotipos SC31 estdn en posicidn Cis con respecto a la GLO*1, 1o --—-
cual ocurre también con el complotipo FC31, ademds aparecen complotipos como -
el 5C42, el SC41 y el SC32, que no se detectaron en los cromosomas de Tos pa--
cientes con EA.

Es muy interesante notar que los casos B27 negativos, estdn marcados por
los complotipos sefialados en el parrafo anterior 8 por otros complotipos consi
derados anormales (el SC11 y el S1€21), por 1o que al parecer son caracteristi
cos de la enfermedad, con excepcidn del caso No. 15, el cual, ni es B27 ni pre
senta complotipos anormales.



TABLA17: COMPLOTIPOS Y ALELOS DE LA OLO BN M CROMOSOMAS
DE INDIVIDUOS SANOS HLA-B27 POSITIVOS.

1.+ §C31-2 17.= 5C31=1
2.- sCO1-2 ' 18.— 5031-1

3- s631e1 19.~ 5631=1

" 20.-,5031=1

“29,- SC42-2

- §C31-1 " 2.~ 504222

8.- SC31=1 . . ' ‘24.~ Sc42=2. )
g.mseyit o s

10, 'SC31=20 " : : L6, sd42-2

“11,- S031-2 sc4ace

12.- SC31-2 c31-2
3= 8631=20 C31-20

130.- sC31-2

=se3te2
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Una vez estudiados los genes HLA-A, HLA-B, complotipos y alelos de la GLO
en algunos pacientes con EA y SRy con el propdsito de precisar la interaccifn
génica de estos marcadores decidimos estudiar a las familias nucleares (padre,
madre y hermanos) de algunos de los pacientes. En total se tipificaron 11 fa-
milias, en 6 de ellas se logrd tener los 4 haplotipos y en 5 se obtuvieron so-
1o 3 haplotipos. A continuacidon se describen cada una de estas familias.

Familia 1 (figura 8). Como puede observarse, en esta familia todos los --
individuos portadores del haplotipo "a" (3 hombres y 2 mujeres) estin enfermos,
este haplotipo tiene la caracteristica de 1levar el antigeno B27 unido al SC31-2
y ser portado por el padre y su hermano. De los enfermos, dos de ellos, I-1
y II-1, tienen £A y el otro vardn (I-2) padece uveitis anterior aguda. De las
mujeres, I1-4 padece SR, y 1I-5 tiene uveitis, mientras que las 2 mujeres que
no heredaron el B27 SC31-2 (II-2 y I1-3) no se les encontré evidencia clinica
6 radiologica de enfermedad. Es importante notar que en esta familia la adqui
sicion del haplotipo portador del B27 tiene tres expresiones clinicas de enfer
medad (EA, SR y uveitis).

Familia 2 (figura 9). En esta familia existe un haplotipo paterno que por
ta el B27 y otro materno, el paterno va con el SC31-2 y el materno con el SC32-
2. El caso indice es un vardn que padece EA (1I-1) y heredd el haplotipo pa--
terno que va con el 5C31-2, el cual, también fue heredado por dos de sus herma
nas, quienes son haploidénticas al caso indice y no se les encontrd enfermedad
clinica 6 radioldgica. E1 otro haplotipo portador del B27 (el materno) fue -
heredado por los sujetos 1I1-3 (mujer) y I1-5 (vardn), quienes, a su vez, son -
haploidénticos y ambos estdn enfermos, 1a mujer padece Artritis Reumatoide (AR)
y el vardn presenta SR segiin los datos clinicos. El padre del caso indice ---
(I-1) padece psoriasis y no hay por el momento evidencia de artropatia psorid-
sica.

Familia 3 (figura 10). En &sta, tanto el caso Tndice (I1-1), como su her-
mano (1I-2) padecen Espondilitis Anquilosante Juvenil (EAJ), ambos son haplo--
idénticos y su cromosoma paterno estd marcado por el B27 acompafiado par el --
SC31-2, este haplotipo también es heredado por otro hermano del caso indice -

: (11-3) pero difiere en el haplotipo heredado de la madre y es ciinicamente  --
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sano , al igul qup que s it dvidwos II-5 y 11-6, quienes son producto de otro =
matrimonio por la sfla rmmte rna.

Familia 4 (F¥1Yfigra 11} - E1 caso indice (1a hija) padece EA y uno de sus ha
plotipos estimrotaradopr e B27 y éste fue heredado del padre, el cual, ade--
mas de padecer Ao AZA, prsnta  también AR.

Familda § (F¥1XFigura12) . En esta familia, el caso Tndice es un vardn que pa
dece SR y enw o 0 d¢ sshap Totipes porta el B27 que se acompaiia con el SC31-1,
este haplotipes s heredido  por un hijo (II-1) y uma hija (II-2) que difieren -
por tanto encl hesd haplotho materno, la hija padece SR y el hijo es clinicamente
sano, al igul uesvgue lagra  Frija (I11-3) quien heredi de su padre el haplotipo -
"a" que no ports & a el B2,

Familia § {fitt figura 13) . En &sta, el caso Tndice (I-1) padece EA, y en uno
de sus haplotips s (el"" ) porta el B27 acompafiado por el SC31-1. Uno de sus
hijos (I1-2), lerestereds aste hhaplotipo y también padece EA y el otro hijo (1I-1)
padece uveitisy hrl” heredide su padre el haplotipo "a" que no porta el B27.

Familia 7{fi it figra4) .  En esta familia existen dos haplotipos marcadoes por
el B27, uno prtadbs:ad porel  goadre (el "a") y el otro por la madre (el "d"), en
el padre va aompasgpaiadopor e SC31-2, y en la madre por el SC01-2. EI1 caso ca-
so indice (1) es esunrdS i que padece EAJ y que heredd Tos dos haplotipos --
827 (homocigels). .. Sushermaxnos, una mujer (I1-1) y un varén (II-3) son haplo-
idénticos y enno onno de sis rexplotipos (el "a") porta el B27 SC31-2 heredado del
padre y el hyloti it tipp "t he r~edado de 1a madre, ambos sujetos son clinicamente

5anos.

Familia 8{fisitfigral5) . E7 caso Tndice es un varén (1I-1) que padece SR y
que en uno desus § 2 fapltipo= (el "c") porta el B27 acompafado del' SC31-1 here-
dado de la mde; 3 )i hemamax del caso 7ndice (II1-2) no comparte con el ningdn
haplotipo siends hert homotipta  para el SC31-2, &f7a esta. clinicamente sé‘né,

Familia 9 (fieitfigra 6).  En éta, el caso Tndice es un yarén,‘(ltv-./l)‘ que‘pa-’ ;
dece SR y enum deb desushapF otipos (el "c") porta-el B27 heredédo -dewlya:madrbej,
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del padre heredd el haplotipo "a" que no lleva el B%.

Familia 10 (figura 17). En esta familia, el caso Tndice es un varén (II-1)
que padece SR pero uno de sus haplotipos no fue tipificado (el "d") y en su --
otro haplotipo (el “a") no porta el B27 pero porta 12 combinacién SC31-1. Su
hermana (11-2) no comparte con &1 ningin haptotipo y de manera interesante --
también padece SR.

Fapilia 11 (figura 18). E1 caso indice en esta familia es una myjer (II-1)
que padece SR y en ninguno de sus haplotipos porta el B27.
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FIGURA 41 ¢ FAMILIA No. 4
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FIQURA 12%  FAMILIA No. 5
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HAPLOTIPOS: v
). Al1,B52,5C30-2
b).. A26,827,5031-1 %
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'd). ‘A24,B61,5C61-2
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FIGURA t3:  FAMILIA No. 6

I
.
LEY:
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b/d I
i
HAPLOTIPOS: :
Uveitis

a). A24,B51,FC61-1

b). A24,827,5031-1 %
e). Al ,B8 ,SC01-2

d). A3 ,B44,5C30-1




FIGURA 14 :

FAMILIA No, 7

HAPLOTIPOS:

a). 424,827,5031-2 *

b)e

¢). Ax ,B51,5C31-1
d). A2 ,B27,5001-2 %
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FIGURA {5 :

FAMILIA No. 8
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IT

HAPLOTIPOS: |

&). A2 ,B60,5C42-1
b). 431,B14,5C31-2

o). Al1,B27,5C31-1 %
d). A19,B35,5C31-2
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. FIGURA 1§/ E I N-o.9
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e
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FIGURA |9 +  FAMILIA No. 10

II

1 a/a ' 2:v/a

HAPLOTIPOS:

SR 2). A2 ,B44,5031-1
b). 430,B35,5C31-2
¢). Ax ,B14,5032~2
). yFC31~1
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FIGURA 18 : familia No. 11

II

BAPLOTIPOS: b
a). 424,B17,5001-1
) v{{‘ffﬁ'
o)s A3, B35,5630-2"
d). A25,B61,FC31-1 -

SR






83

Cuando se compararon los alelos individuales de los genes del
complemento entre los tres grupos (tabla 1Q), el alelo nulo de CHA
(C4A*Q0) se encontrd disminuido significativamente en los pacien=
tes con EA cuando se compararon con los individuos normales, E)
atelo ChA*3 esta” incrementado significativamente en EA comparado
con los controles, a pesar de que éste fue el alelo que se presen
td con mayor frecuencla en los tres grupos, Por otro lado, este
mismo alelo fue mas frecuente en Jlos pacientes con SR comparado =

con lfos controles, pero esta diferencla no fue significatlva.

La frecuencia disminuida de CLA*h y C4B*2 en los pacientes -
con EA no es sorprendente ya que, csos dos alelos tienden a presen
tarse simultineamente en e) mismo ¢romosoma con una frecuenclia dj
ferente de lo que se esperarfa dada su frecuencia Individual {es~
tos dos alelos presentan desequilibrio de ligamiento). Por otro
tado, en los pacientes con SR ninguno de los alelos del complemen
to mostrd diferencia significativa al comparartos con los sujetos
control; en estos pacientes {os alelos de la GLO fueron los que
se encontraron alterados, presentdndose una frecuencia elcvada de
ta GLO*1 y disminuida Ta GLO%2 ambos con significancia elevada.

Después de! andlisis de los alelos del complemento y ta GLO
por separado, se procedid a anallzar las combinaciones de los pri
_meros, esdecir, los complotipos (tabla 11). La razén por la cual
e'l‘ alelo ChA%*3 se encuentra aumentado se observya claramente en ia
"tabla, ya que, este alelo estd comprendido en los complotipos SC33,
'$C30 y FC30 y dos de estos complotipos {SC31 y SC30) se encuentran
elevados significativamente ed los pacientes con EA.. En la tabla
se puede notar también la disminucidn del complotipo SCh2 en los
pacientes con EA indicando el ya mencionado désequil ibrio de llg_a;
miento entre CLA®L y ChB#2. Es importante sefialar que este campio :
tipo SC42 es el sequndo mds comin en” la poblacién mexicana norvmal
(32).
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Debldo a que el complotipo SC31 fue el mds comin en los tres grupos de -- kN

estudio se puede pensar la existencia de subtipos de complotipos. -En'la tabla.

12 se muestran los 6 complotipos mds comunes divididos por alelos de:la GLO. ==

que presenta unicamente dos alelos (GLO*1 y GLO#2)

Por otro lado, en esta misma tabla se muestra claramente que la relacidn
complotipo-alelo de la GLO estd siempre orientado al predominio de la GLO*2 en
los sujetos normales y en los paclentes con EA, mientras que en los paclentes
con SR ocurre tado lo contrario, siendo predominante la GLO*1. Esto anterior
sugiere que los alelos de la GLO juegan un papel importante en la susceptibi-

lidad genética a esas dos EAP ya sea solos & combinados con cierto complotipos.

En la tabla 12 se analizan los complotipos que dada su frecuencia fue po-
sible dividir en alelos de la GLO. Otros complotipos solamente existen combi-
nados con un alelo de la GLO ya sea con GLO*1 & con GLO*2 y &stos no se anali-
zaron, motivo por el cual sblo se presentan 95 cromosomas de pacientes con EA
y 78 de SR.

Como se puede ver, en paclentes con EA, el complotipo $C31 estd primor---
dialmente combinado con GLO*2, mientras que en SR se presenta combinado con --
GLO*1. E1 SCO) esta combinado mds comunmente con GLO*1 en los pacientes con
EA, mientras que se combina con GLO*2 en los de SR. Con los demds complotipos
no se encontraron diferencias en su combinacion con GLO*1 & GLO*2 en las dos -

enfermedades.

Para poder analizar las diferencias que existen entre estas dos enferme--
dades con respecto al efecto de la combinacidn de los marcadores del comple--
mento mis marcadores de la GLO, se selecciond el método logfstico empirico ---
(MLE) (34). Este método ha sido establecido para analizar la asociacién de en
fermedades con los marcadores del SPH, especialmente cuando estos marcadores -
se localizan muy cerca uno del otro en el mismo cromosoma y ambos se asocian -
con la misma enfermedad, ademis, este método ayuda a establecer qué marcador
se asocia primariamente con la enfermedad y cual tiene una asocliacién secunda-
ria. Finalmente, tiene tambign la ventaja de medir el efecto de 2 marcadores

sobre la frecuencia de la enfermedad ya sea sélos 6 combinados, dando una idea
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cuantitativa de este efecto.

Como se observa en la tabla 13, los complotipos SC31 y SCO1 en los pacien
tes con EA tienen un efecto sobre la enfermedad iinicamente cuando se combinan
con los alelos de la GLO, sugiriendo una interaccidn de esos dos marcadores ,
mientras que la disminucidn del SC42 y el aumento del SC30 en estos mismos pa
cientes no estd influida por el efecto de los alelos de la GLO. Por otro la-
do, en los pacientes con SR el complotipo SCOI tiene un efecto sobre la enfer
medad solamente cuando se encuentra combinado con los alelos de la GLO, mien--

" tras que cuando se presenta la combinacién del complotipo SC31 con los alelos
de la GLO en estos pacientes, {inicamente tienen efecto sobre la enfermedad &5
tos G1timos alelos. Los complotipos FC31 y FC30 se muestran dGnicamente para
comparacidn ya que sus valores no fueron significativos al analizarles sdlos

6 combinados con los alelos de la GLO.

Es importante establecer que cada Individuo tiene 2 haplotipos (comploti-
pos mas alelos de la GLO), uno en cada cromosoma, heredado de cada uno de los
padres, dando ambos el fenotipo del individuo. Estos fenotipos fueron anali-
zados en la tabla 14 para cada una de las enfermedades. El nimero de indivi
duos homocigotos para el fenotipo SC31 GLO*2 es mayor en la poblacidn de pa--
‘cientes con EA que en los de SR como se puede observar en esta tabla. Llos fe-
notipas con el haplotipo SC31 GLO*2 se encuentran mis frecuentemente en EA que
en SR comprendiendo en los primeros el 63.6% de todos los fenotipos y dnicamen
teel 28% en los segundos. Por el contrario, los fenotipos con el haplotipo -
SC31 GLO*1 tienen una frecuencia mayor en los pacientes con SR que en los de -
EA comprendiendo un 38% y un 5.4% respectivamente de todos los fenotipos. Fi-
nalmente, los porcentajes de los demds fenotipos mostrados en la tablapresen-
tan notables diferencias en una y otra enfermedad, estableciéndose, en suma, -
una posible interaccidn directa de los complotipos y alelos de la GLO en el de
sarrollo de las EAP., E] papel que Juegan esos genes no estd ain bien estable-
cido, pero podria encontrarse a nivel del manejo del antigeno extrafio, pues se
considera que este tipo de enfermedades son disparadas por agentes bacterianos
especificos tales como Klebsiella, Salmonella, Shigella y Campylobacter (20, -
21, 39, 87).
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Como se muestra en la figura 6, el haplotipo $C31 GLO*2 es caracteristico
de los pacientes con EA, mientras que en los de SR lo es el SC31 GLO*2, Con -
respecto al complotipo SCO1, el cual, difiere del SC31 Gnicamente en el alelo
del locus CYA, se encontrd combinado mas frecuentemente con la GLO*2 en los »
pacientes con SR al igual que en los sujetos normales y por el contrario en =--
los pacientes con EA se combina mds con la GLO*1 lo cual, se observa claramen-
te en la grafica (fig. 6). Por otro lado, también se observa diferencia entre
los haplotipos SC01 GLO*1 y SC31 GLO*1 en los pacientes con SR, encontrandose

el primero disminuido y el segundo incrementado con respecto a los controles.

El complotipo SC42 se encontrd marcadamente disminuido en los pacientes -
con EA, a pesar, de que &ste fue el segundo complotipo mds comin en la pobla--
Vcic’m normal. Este hallazgo estd probablemente sesgado, dgbido a que este com-
plotipo se ha observado en pacientes con EAJ (33) y nuestra poblacién de estu-
dio {inicamente comprende pacientes adul tos, sugiriendo que todos los individuos
susceptibles con este complotipo pueden adquirir la enfermedad en una edad --
temprana (antes de la pubertad) y por tanto no fueron considerados en nuestro

estudio.

Finalmente, la frecuencia aumentada del complotipo SC30 en pacientes con

EA (fig. 6) cuyo efecto sobre la enfermedad no esta Influido por los alelos de
la  GLO (tabla 13), sugiere que este complotipo puede estar primariamente invo-
lucrado en esta enfermedad. Por otro lado, este complotipo es particularmente
Wfr;ﬁér;t‘:ar;t’é debido'a que porta un alelo nulo en el locus C4B y ésta es una ca--
»'ra:te‘r?stlca asociada con el desarrollo de otras enfermedades reumdticas como
“1a Esclerosis Progresiva Generalizada (55), ademds, es importante mencionar --
que este complotipo se ha encontrado asociado con la Enfermedad Inflamatoria -

Intestinal en pacientes mestizos mexicanos (6).

En los datos del HLA, complotipos y GLO en los 10 pacientes con EA puede
notarse que existe interaccion del HLA-B27 con los complotipos y la GLD sélo -
cuando estadn en el mismo cromosoma, este dato esta apoyado por la baja frecuen
cia de homocigotos para el B27 aiin cuando este antigeno est3 presente en el --

90% de los pacientes con esta enfermedad (70).
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El cromosoma homdlogo de este grupo es muy heterogéneo apoyando nuevamen-

te la nocidn de interaccidn Cis.

Por otra parte, en los casos 6 y 9, el cromosoma homélogo porta un haplo-
tipo que estd compuesto por genes en una combinacidn mayor a lo esperado se--
gin sus frecuencias individuales, es decir, que no est3 en equilibric genético
(no se combina aleatoriamente con los alelos de los otros genes). Estos haplo
tlpos estan bién caracterizados en la poblacién caucdsica y se les conoce como

haplotipos extendidos (10)

En individuos mestizos mexicanos la aparicin de estos haplotipos proba--
blemente se debe a incorporacién por mestizaje, ya que por un lado su frecuen-
cia es baja y por otro las poblaciones indigenas no los presentan (30).

La iInteraccidn Cis entre el HLA-B27, los complotipos y la GLO sugiere que

probablemente constituyen un haplotipo extendido de susceptibilidad a EA.

Con respecto a los haplotipos del SPH en los pacientes con SR se apoya --
la nocidén del parrafo anterior, porque los haplotipos HLA~B27 tienen no sélo -
complotipos diferentes sino también alelos de la GLO distintos. En estos pa--
cientes nuevamente resalta la ausencia de homocigotos B27, y ya se sefiald al -
referirse a los complotipos también se nota la disminucién de homocigotos para

el complotipo SC31 que es el mis frecuente.

Con respecto a los casos B27 negativos, debe notarse que estén marcados
preferentemente por el HLA~B14, el HLA-B39 y por los complotipos $CO1, §C32 -
y SCh2, sugiriendo que estos marcadores genéticos parecen interactuar para con
ferir susceptibilidad genética al desarrollo del SR en individuos mestizos me-

xicanos.

Todos los datos anteriores obligan a estudiar su participacion mediante -
un andlisis mas detallado, lo que se hace en seguida mediante el estudio de --

las familias nucleares de los pacientes.
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Familia 1: El caso indice tiene SR y tanto su hermano con EA, hermana y =
padre con uveitis y tfo paterno con EA comparten el mismo cromosoma B27 -SC31-2.
La diferencia en el cromosoma homélogo de los pacientes parece Influir en
el fenotipo del padecimiento. También es interesante que las mujeres que no -

heredaron el cromosoma B27 son sanas hasta el momento.

En la familia 2 el caso Tndice con EA de inicio en la Infancia estd marca
do por el B27 SC31 GLO%2 el cual, heredd del padre guién a su vez tiene psoria
sis, una enfermedad muy rara en mestizos mexicanos, pero relativamente fre---
cuente en individuos de origen espafiol (86), sugiriendo con ello el orfgen del
cromosoma; en esta familia la madre también tiene un cromosoma B27 que difiere
del de su esposo en el complotipo con el que se asocia, este cromosoma materno
B27 SC32 GLO*2 distingue al SR de la EA.

Como se nota en el drbol genealdgico una hermana (I1-3) que es haploidén-
tica al caso de SR padece AR pero no SR, lo que puede deberse a que existen ge
nes enotra parte del genoma que se requieren junto con los genes del SPH para
producir AR, entre ellos estdn los genes del receptor de la célula T (36) y -~
los genes para las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (63), entre otros,
& probablemente esta paciente (11-3) presenta una alteracidn a otro nivel, la
cual, no fue heredada por su hermano haploidéntico (I1-5). Otra explicacién -
es que estas enfermedades son desencadenadas por agentes infecciososespecifi-

cos e independientes (25) y en general a que son enfermedades multifactoriales.

En la familia 3 el caso Tndice (l1-1) que padece EAJ est3 nuevamente mar-
cado por el B27 SC31-2, su Gnico hermano haploidéntico (I11-2) también padece -
EAJ, este cromosoma es de orfgen paterno y a pesar de ser heredado por el her-
mano 11-3, &l no presenta ningiin padecimiento hasta el momento, sin embargo, -
se sugiere que deba vigilarsele a largo plazo. Una alternativa que explica su
estado de salud, a pesar de tener un marcador de susceptibilidad, es que en -
esta familia la enfermedad requiere también dei cromosoma homGlogo, que en el
caso de los enfermos estd marcado por el complotipo SC42 y en el individuo sa-
no por el SC31 GLO*2.
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Familfa 4: En esta familia el ciw hon™ndice {I- 1) que tiene dos enfermedades
(EA y AR) al transmitir a su hija el hpltofotlpo 27 FC31-2 did lugar a que he-
redase la susceptibilidad a EA, apoyabcos conéste 1a nocidn de que hay pacien-
tes con dos enfermedades debido a que pst®sseen ds ma rcadores genéticos indepen-

dientes para cada una de ellas.

En la familia 5, la transmisiénd pocoadre ahi ja del haplotipo portador -~
B27 S€31-1 y el SR apoya la nocién demprig prefertnc & por el sexo en esta enfer
medad y tambi&n de alguna manera la nxith nén de pca  participacidn de factores -

hormonales.

En la familia 6 el caso indice {)m+ mrabo por el B27 padece EA y trans
mite el haplotipo portador del B27 ashifinijo 12 quiien también padece EA, su
hermano quién tiene uvelitis que es unphosecinieto también relacionado con la
presencia del B27 (38), no heredd el alyg"gen 07, pPero de su madre heredd un
haplotipo marcador de autoinmunidad, ethl Ia1 08§01 GLO*2 (65) sugiriendo con -

ello el origen probable autoinmune de lauwsu uvtitis de 1 paclente 11-1,

En la familia 7 el caso indice cntALAZAlesel Gnico individuo de la familia
que es homocigoto para el B27 nuevamentearys apyan 1& nocion de que las formas
juveniles se presentan a esa edad debiba 5 a quelos #ndividuos nacen con mayor

carga genética.

Familia 8: En esta familia el cmhonndie SR) hereds el 827 de 1a madre
Yy su hermana que es totalmente distintantzesstisam y tiene haplotipos normales
resaltando con ello la relevancia deldl, .7.

En"esta enfermedad, es de notarseqe e ol ] €std en el cromosoma en po-
sicidn Cis con el complotipo SC31 Gl quesypuecom ya se dijo parece distinguir
al SR de la EA.

En la familia 9, el caso indice tim oe ¢l cromo Soma 827 marcado por el com

plotipo SCh2 GLO*2 que también es canutwriii=ristinde ¥ SR pero no existe en EA.

Finalmente, en las familjas 10yllIcol Tos tres pacientes son B27 negativos ‘

..Y padecen una EAP seronegativa que clfiarns-amntees muy parecida entre los tres
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pacientes, pero que como puede notarse gen&ticamente son muy diferentes desde

el punto de vista de sus haplotipos del SPH. A pesar de que dos son hermanos

entre st, tal vez lo que tlenen en comin y que parece ser relevante para laen
fermedad es que son homocigotos para los alelos de 1a GLO, dos casos para la -
GLO*1 y el otro para la GLO*2, apoyando el concepto de que esté& gen por sf so-
To participa en la fisiopatogenia de las espondiloartropatias.
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1.~ En primer lugar, el estudio realizado nos permite establecer la exis-
tencia de nuevos marcadores asociados con la EAP, ademds del HLA-B27 ya repor-
tado. El estudio de los complotipos y alelos de la GLO como nuevos marcadores
de estos padecimientos tiene la ventaja de que éstos se localizan en el mismo
cromosoma que el sistema HLA y a una distancia muy pequefia, razdn por la cual
puede analizarse en forma fina el desequilibrio gen&tico entre este grupo de -
genes, utilizando como herramienta importante el estudio de las familias nuclea -
res de los individuos afectados. Los marcadores identificados que al parecer
participan en la fisiopatogenia de las EAP son el complotipo SC30 y ias combi-
naciones SC31-2 y SCO1-1 en 1a £A; el alelo 1 de la GLO asi como la combinacién
SC01-2 en el SR,

2.- Por otro lado, existe una interaccidn significativa entre los complo-
tipos y los altelos de 1a GLO, los cuales, al parecer también interactlan con -
el sistema HLA principalmente el locus B, tanto en el mismo cromosoma como en
el cromosoma homélogo.

3.- Gracias a la utilizacidn de los dos marcadores (complotipos y alelos
de 1a GLO) en los pacientes con EA y en los de SR, es posible separar a estos
dos padecimientos, 1os cuales, dada su semejanza eran muy dificiles de diferen
ciar aln con la utilizacidn del marcador HLA-B27 ya que tanto la EA como el SR
se asocian a la presencia de este antigeno.

Como muestran nuestros datos, existe una diferencia fundamental en la
presencia del haplotipo SC31 GLO*2 y del SC31 GLO*1, ya que el primero es ca- -
racteristico de 1a EA y el segundo lo es del SR.

4.- La deteccién de deficiencias parciales del complemento, tal es el caso --
del complotipo SC30, cuya frecuencia se encuentra aumentada en los pacientes -
con EA, afiade un punto concreto a la fisiopatogenia de la enfermedad, partien-
do del hecho de que estas enfermedades son al parecer disparadas por agentes -
infecciosos. El presentar una deficiencia parcial del complemento impide que
el individuo pueda defenderse adecuadamente de los diferentes agentes patége--
nos que lo ataquen.
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5.~ E1 haber detectado un complotipo como 1o es el SC42 con una frecuen--
cia muy disminuida en los pacientes con EA (se debe de corroborar si hay sesgo
en nuestros datos), permite darie el cardcter de protector, es decir, los indi
viduos que presenten este complotipo tendrdn muy poca probabilidad de desarro-
Nar la enfermedad.

6.~ Finalmente, el estudio de Tos complotipos como marcadores de suscepti
bilidad a nivel de familias, abre la posibilidad de tener una mayor vigilancia-
médica en aguellos sujetos que sin haber desarrollado la enfermedad tengan pa-
rientes enfermos y compartan con ellos alguno de estos haplotipos de predispo-
sicidn, es decir, que estos sujetos supuestamente sanos puedan estar ya presen
tando algunas alteraciones consideradas preclinicas, las cuales, utilizando --
estos marcadores puedan ser identificadas, permitiendo a su vez el temprano --
tratamiento de1 individuo, y como consecuencia de eilo mejor prondstico con 1a
terapéutica oportuna.



IX. GLOSARLD




1. Alelbl.fuha'v’é varias formas en que se puede presentar un 'gen'.

Alotipo Diferenclas fenotipicas entre los dlferenc=s alelos de un ==

. locus.

\afilotoxlna. Péptidos del complemento (C3a y C5a) los cuales causan
‘gran degranulacidn celular y contraccidn del misculo --

liso.

H- Asoclacian genética. Termino usado que describe la condicién de que -
: un genotipo particular este asociado con otro fe
ndmeno, tal como enfermedades particulares.

.5~ Anticuerpd. Una molécula producida por animales en respuesta a un an-
tfgeno, la cual tiene la propiedad particular de combinar

se con el antTgeno que indujo su formacidn.

6.- Antfgeno. Sustancia capaz de desencadenar una respuesta i{nmune en:su..

contra.

7.~ Autosoma. Otros cromosomas diferentes a los sexuales X y:Y. %
8.~ Bactericida. Sustancia que mata a las bacterias.

- BH. Un cofactor del sistema del complemento recientemente Hamado --

factor H.

10.~ p-2-microglobulina. Un polipéptido el cual constituye parte de algunas
proteinas de membrana incluyendo las moléculas ~-
clase | del SPH.

11.« Centimorgan. Unidades de recombinacién que existen entre los genes.
12. - Codominante. Cuando ambos antigenos de un locus son expresados indepen

dientemente, es decir, la presencia de un antigeno no su

prime la expresidn del otro.
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13.- Complejo Inmune. El producto de una reacclén Ag-Ac, la cual también

puede contener componentes del sistema del complemen

to.

14,- Cromosoma. Cuerpo nucleoproteico microscépicamente observable, tifie
: oscuro con los colorantes bisicos en las c&lulas durante la
divisidén celular. Portan a los genes que estdn colocados en

orden lineal.

15.- Desequilibrio de ligamiento. Condicidn por lacual 2 genes se presentan
combinados en la poblacidn con una frecuen
cla mds alta que la que se esperaria dadas

-sus frecuencias individuales.

16, Desialasidn. . Eliminacién de &cido sidlico de las muestras.

".17:% ‘Dominante. ‘Aquel alelo que para expresarse con Ser heterocioto es su<"
' ficlente. L e

18.- Fagocitosis. Proceso por el cual las células enguten;méytve;rlka'l vyl

encierran en una vacuola. 2

19.~ Fenotipo. Caracter{sticas expresadas de un [ndividuo;

20.- Gen. Porcion de material genetico que codifica para una protefna.:.

. 21,-.Gen nulo. Gen que no codifica para proteina.

22.- :Genotlpo. El material genético heredado de los padres; no todo este -

material es expresado necesariamente en el individuo.

23,- Glioxalasa I. Enzima eritrocitaria que cataliza la conversidn de me---
ST tilglioxal y glutatidén a S-lactoil-gliutatién.

Zh.Héplotipo. Un grupo de determinantes genético~ localizados en.un mismo cr_c‘l,

mosoma.
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25.- Histocompatibiiidad, La habilidad de aceptar injertos enire individuos. -

26.- Herencia multigenica. Herencia que depende de varios genes.

[

27.- Heterocigoto. Si hay dos diferentes antigenos en. un. locus.

28.- Homocigoto. Cigoto resultante de la unién de gametos de la misma es-

pecie.
29.- Locl.- Ptlural de locus.
30.- Locus. Posicién que ocupa un gen en ﬁn cromosoma.
31.- Ligamiento. La condicidn por la cual 2 genes que estan presentes muy

proximamente en un mismo cromosoma y son generalmente he

redados simulaneamente.

"32.~ Opsonizacién. Un proceso por el cual es facilitada la fagocitosis -~
: por Va depesicién de opsoninas en el antigeno.

- Penetrancia. Influencia del medio ambiente sobre el genotlp’o.

Pdltrﬁorflsmo. Cuando un locus puede presentar muchas varikaptes.éléli‘

cas.

Quimiotaxis. Migracién direccional incrementada de.cefulas’ ,
. mente en en respuesta a un gradiente de ‘concentracién

clertos factores quimiotacticos.

36, Recombinacién, Proceso por el cual la Informacién genetica'es-fearre -
e glada durante la meiosis. ) el
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