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RESUMEN

Como parte del proceso de caracterizacién genética de la
poblacién Colombiana, el Instituto de Genética Humana de la
Universidad Javeriana, ha venido desarrollando investigaciones
sobre diversos polimorfismos de proteinas séricas , tales como:
Haptoglobinas, fosfoglucomutasa, componente del grupo
especifico , C3 (Sarmiento, P, 1993), Transferrina (Ortiz, R,
1993), enzimas critocitarias, proteinas de membrana y
marcadores moleculares (Bernal, J, 1989). Como parte de este
proceso, en este estudio se estandarizo la técnica de Electroforesis
de alto voltaje e Inmunofijacién de C4 lo que permitira incluir
esta proteina en los estudios de poblacién en Colombia.

INTRODUCCION

La alteracion de la estructura de una
proteina puede tener efectos
fisiologicos tan patentes que pueda
detectarse por los cambios que pro-
duce en la anatomia o fisiologia de
su portador . Sin embargo, y puesto
que la mayoria de dichos cambios
seran deletéreos para la salud,
podemos esperar que su frecuencia
en la poblacion baja. En efecto,
tales cambios son raros: Constituyen
ejemplo de enfermedades genéticas,
mas que de polimorfismos genéticos
extendi-dos. No obstante, podria
haber muchos polimorfismos
proteini-cos que no ejercieran
efectos aparentes sobre la fisiologia
0 el crecimiento. ;Como detectar
tales polimorfismos? .

Existen dos metodos para la
deteccion de polimorfismos:
1.Sistema Inmunitario: detecta
cambios en la forma molecular.
(Diagrama 1).

2.La Electroforesis: Detecta
cambios en la carga molecular.
(Diagrama 2).

El objetivo de este trabajo es la
identificacién de isotipos y
algunos alotipos para el Cuarto
Componente del Complemento
Humano, a partir de la estandari-
zacion de la técnica de Electrofo-
resis de alto voltaje e
mmunoﬁ;acxén en geles de
agarosa. Su importancia radica
en que C4es el que presenta el
polimorfismo mas elevado.

Ademas existen pocas investiga-
ciones relacionadas con los
fenotipos y genotipos de C4 en
Colombia y Latinoamérica.
También la existencia de defectos
o carencias congénitas, condicio-
nadas por trastornos genéticos,
ponen de relieve la funcién pri-
mordial del Complemento en la
supresion de las infecciones. Es
asi que enfermedades como:
Esclerosis multiple , Diabetes
Mellitus insulino - dependiente
Lepromatosus lepra , artritis
reumatoidea juvenil, etc., estan
relacionadas con alelos raros y
niveles de deficiencia de esta
proteina.

1. EL SISTEMA DEL
COMPLEMENTO
HUMANO

El conocimiento de todo el
sistema es necesario para
entender la aproximacion técnica
al estudio del C4, ya que una de
las técnicas hace uso de toda la
cascada del Complemento para
distinguir las variantes alélicas. El
Complemento es un complejo
grupo de enzimas del suero,
colaboran con los anticuerpos y
otros factores que intervienen
como mediadores de reacciones
tanto imunes como alérgicas.
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1. Sistema Inmunitario: Detecta cambios en la forma molecular

2. La Electroforesis: Detecta cambios en la carga molecular

Metodos para la Deteccion de polimorfismos
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Sus principales funciones
biolégicas son:

a.Activacion de las células
especiales como fagocitos y
mastocitos

b.Produccion de lisis celular.
c.La accion de la opsonina que
facilita la fagocitosis.

La accion del Sistema de
Complemento se ejerce:

a.A través de los anticuerpos que
han reaccionado con el antigeno.
b.Por medio de los receptores.
c.Por mecanismo fisicoquimicos
no muy claros, que por la via
alterna permiten cumplir una
funcién de defensa no especifica
sin la participacion de los
anticuerpos.

Unidad de Activacion

ACTIVACION DEL
COMPLEMENTO

La activacion puede tener lugar
por dos vias diferentes: Via
Clasica y Via Alterna.

1. Via Clasica: Clg, Clr, Cls,
C4,C2,C3,C5,C6, C7,C8, 9.
Activada por complejos inmunes,
anticuerpos IgM, IgG. Actiian en
tres grupos funcionales distintos.
a.Unidades de reconocimiento:
Formada por tres subcomponen-
tes del factor Cl: Clg, Clr, Cls.
El anticuerpo se modifica al
reaccionar con ¢l antigeno.
b.Unidad de activacion: Activar
el factor C3 es lo mas importante
dentro del proceso de activacion
del sistema. Diagrama 3.

ACTIVACION CLASICA

c.Unidad de ataque de

Membrana : C3b actia sobre el
factor C5 y lo fragmenta.
(Diagrama 4-5).

2. Via alterna: Se activa en
ausencia de ACS ; por polisacéni-
dos bacterianos. Colabora con el
complemento, en la estimulacion
del englobamiento de células y
particulas extranas (fagocitosis)
y en la produccion de reacciones
inflamatorias. Requiere de la
activacién del factor A que, con
B, activa D, por el E transforma
y activa el properdin que actia
sobre el factor C3. El factor D
es analogo al Cl. El factor B es
analogo al C2. Fracciona C3, C4

en la Via Clasica . C3b interactia

Unidad de Ataque de membrana
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con B y D formando el complejo
C3bBb y Ba. C3Bb obra como
convertasa del C3, ocurriendo
reacciones iguales a las de la Via
Clasica a partir de C3. Esta via
es importante en las primeras
etapas de la vida, antes de que se
formen los propios anticuerpos y
pueda suplir deficiencias de Cl,
C4, y C3. (Diagrama 5).

PRODUCCION DE LOS
FACTORES DEL
COMPLEMENTO

Los distintos factores del
complemento se sintetizan en
distintos 6rganos. (Diagrama 6).

ENFERMEDADES
ASOCIADAS AL
COMPLEMENTO

El sistema del complemento
Juega un papel muy importante
en la defensa contra infecciones.
Por lo tanto hay que valorar el
nivel de uno y otro de los

COMPLEMENTO Y ENFERMEDAD

componentes del complemento
como medio de que controle la
actividad de un proceso
patolégico. Estos niveles pueden
ser controlados como indices
aproximados de la enfermedad.
Las enfermedades mas frecuen-
tes son las presentadas en el

Diagrama 7.

2. EL CUARTO
COMPONENTE DEL
COMPLEMENTO
HUMANO (C4)

La existencia del cuarto
componente del complemento
humano, fue postulada en 1926
por Gordon, Whitehead y
Wommall . El C4 esuna B-globina
identificada electroforéticamente
como B1E. Su coeficiente de
sedimentacion es 10S. Peso mo-
lecular 200 Kdal. Y concentra-
cion Sérica 400 pg/ml. Esta
formada por tres cadenas
polipéptidicas: «(PM, 93 KDa),
B(PM, 78KDa), y(PM, 33KDa).

CARACTERISTICAS
BIOQUIMICAS Y FiSICAS DE C4

El C4 esta presente en el suero
como una proteina. C4A y C4B
estan localizados en el fragmento
C4d en la zona a2 de dicha

proteina. (Diagrama 8).

ESTRUCTURA Y
LOCALIZACION DEL GEN

El complejo mayor de la
histocompatibilidad (MHC) en el
hombre, entre la region HLA- B
y HLA-D (2CM) es altamente
polimérfica. En el brazo corto
del cromosoma 6, éste contiene
3 clases mayores de genes: Clase
I y II que codifican para las
glicoproteinas de la superficie de
la célula a quien concierne el
reconocimiento de si mismas,
involucradas en la respuesta
inmune y los de Clase III que
codifican para algunas proteinas
del complemento. Esto es
interesante clinicamente en el

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y FISICAS DE C4

- Enf. Reumiticas: Lupus eritematoso sistémico
m.dm‘mw““ Chesivididopor C [y~ Cda (PM 9.000)
o e eiiens: Céb (PM 190.000)
- Enf. Renales: Lesiones glomerulares k. ;
Se dlive Céc (PM 5.000) ——3f} a3, ad
- Enf. Dermatoldgicas: Ancmia hemolitica autoinmune,
hemoglobinuria paroxistica CAd (PM 45.000) —* a
nocturna (HPN)
Mellitus genéicode C4
Diagrama 7 Diagrama 8
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de los genes de clase I y III son la
mayor barrera en el trasplante de
tejidos y suscepti-bles a muchas
enfermedades autoinmunes, Los de
Clase III, codifican para C2, C4 y
Factor B.

Dos loci estructuralmente ligados
C4A y C4B. Donde el locus C4A
codifica para el isotipo C4A y el
locus C4B codifica para el isotipo
C4B, El loci del Complemento o
Complotipo tiene el orden (BF)
C2, C4A y C4B; en forma
abreviada es SCOI. (Diagrama
9y 10).

POLIMORFISMO DE C4.

C4 es una proteina altamente
polimérfica O'Neill, J, (1978)
Esta controlado por Loci cerrados
ligados genéticamente ; F(C4A)
F-Fast, fo (ausencia banda an-
odal) y S(C4B) S-Slow, So
(ausencia banda catodal).

NOMENCLATURA
La propuesta es la del "Sistema
Internacional para Nomenclatura
de genes Humanos" (Whitehead,
A., 1984).
Alotipo: En 1983, se reconocie-
ron 12C4A, 20C4B, y unos alelos

un rango de C4AQO0O 5-15%,
C4BQO 10-20%. Estos se
designan con nimeros arabigos
de catodo a dnodo por distancia
de migracion electroforética,
Stever , M, (1989).Y alos alelos
solos se les asigna el prefijo "DA"
o "DB" "DA*33" para A*33.
Isotipos: Son C4A y C4B, que
muestran diferencias funcionales
por transacilacion a amino (NH2)
vs hidréxido(OH),C4A que es de
consistencia estructural diferente
entre pro, cys, pro, val, leu, asp
y en C4B: leu, ser, pro, val, ile,
his. Estos residuos pueden ser
responsables en parte o completa-
mente de propiedades asociadas
con isotipos. La regién isotipica
(aminoécido 1101-1106) de C4A
y C4B actua para seleccionar
sitios sobre un complejo inmune,
produciendo diferencias funcio-
nales.

Variantes: La variante para el
locus C4A, que controla la mayor
parte del grupo acido es designa-
daF, la variante para el locus C4B
que controla la mayor parte del
grupo basico, es designada S.

Haplotipo: Es el producto de la
recombinacién de muchas formas
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Complotipo: Los genes del
Complemento entre el MHC son
heredados como unidades esta-
bles y estas combinaciones de
variantes genéticas son descritas
como complotipos. Un complo-
tipo es descrito para indicar las
variantes al factor B, lamovilidad
rapida (F) o lenta (S). Uno de
los complotipos mas comunes €s
SC31. (Factor B*S, C2*C;
C4A3; C4B1). Da informacion
atil en diferencias genéticas entre
poblaciones y provee grupos de
referencia para estudio de
enfermedades asociadas.

Fenotipos: Ladeterminacién se
obtuvo por las siguientes
técnicas:

1. Electroforesis de agarosa de
plasma tratado con EDTA,
pretratamiento con Carboxipepti-
dasa B, seguida por Inmunofija-
cion u Overlay hemolitico.

2. Inmunoelectroforesis cruzada:
desarrollo de una enzima ligada
a ensayo inmunoabsorbente
(Elisa), usando anticuerpo mono-
clonal de ratén. Los fenotipos se
escriben con letras mayusculas,
con un espacio entre el simbolo
del locus y su variante, Ej: C4B 1.



ANTIGENOS
RODGERS Y CHIDO

C4A y C4B se puede distinguir
por antisuero especifico anti-
Rodgers, anti-Chido confirmando
la diferencia en MW entre el lo-
cus A y B. C4A expresa los
antigenos del grupo sanguineo
Chido (anti-Chido) y C4B
expresa los antigenos del grupo
sanguineo Rodgers (anti-Rogers).

MATERIALES
Y METODOS

La técnica en la cual se basan los
protocolos utilizados es la
electroforesis, la cual puede
aplicarse a una gran variedad de
enzimas. En el desarrollo de esta
investigacion se probaron cuatro
protocolos; el propuesto por el
Instituto de Genética Humana de la
Pontificia Universidad Javeria-na, el
de la Doctora White, Irene , el del
Doctor Maiiff , G, y por altimo del
doctor Alarcon Gilberto.

Todos estos protocolos determinan
la fenotipificacién (poli-morfismo)
del C4 mediante la técnica de
electroforesis de alto voltaje en geles
de agarosa e inmunofijacion.(Tab.
1).

Se tomd como patron el utilizado por
Maiiff (1990).

RESULTADOS

Las muestras se analizan de
acuerdo a las bandas observadas
en el gel, con patrones
previamente determinados, los
cuales han sido analizados de
acuerdo a su movilidad
electroforética, encontrando

TABLA L. PROTOCOLOS
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isotipos y alotipos del C4. El
nimero que acompaiia al isotipo
Ej: C4, A6, designa la posicién
obtenida Electroforesis. (Tabla II).
Las bandas mejor observadas de
C4 se pueden apareciar en las

Fotografias 1 y 2.
DISCUSION

En la investigacion se realizaron
varios ensayos para la estan-
darizacién de la técnica de
Electroforesis de alto voltaje de
Inmunofijacién en el gel de
agarosa para C4; cabe destacar
que por ser C4 altamente
termolabil y sensible a cualquier
tipo de cambio fisico, resulté es-
pecial-mente dispendiosa y
demorada la estandarizacion.

Experimentalmente se ha demos-
trado, que los protocolos segin
White, I, y Alarcén G., nos
permite identificar la presencia de
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isotipos y alotipos, con resultados
6ptimos. La proteina no se
visualizé cuando los plasmas se
refrigeraron y congelaron por
varios dias. Al realizar los ensa-
yos se variaron condiciones como
tiempo cumplido de la Electro-
foresis, cantidad de muestra y de
anti C4concentracion del gel de
agarosa y pH del buffer, los
resultados variaron hasta que
finalmente pudimos obtener unos
adecuados. Con respecto al
protocolo del instituto de Genéti-
ca, los ensayos para revelar los
geles por "overlay” no presenta-
ron buenos resultados.

El otro protocolo ensayado fue
el recomendado por White, I, en
¢l que las variaciones efectuadas
fueron: Cantildad de muestra, 9
pl, de plasmas frescos, corridos
el mismo dia de su obtencion,
agaros al 1% puentes para unir
el gel al buffer formados por 5



Tabla II. RESULTADOS
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hojas de papel Whatman N°1; ranuras para las
muestras hechas con papel Whatman N°17; corrida
de la Electroforesis de 3:30 a 4h; colorante al 2.5%
de Azul de Comassie. (Tabla I y II).

Las condiciones comunes para estos protocolos
fueron: plasma fresco, desializacion (Neuramini-
dasa tipo VIII) didlisis 16-18 h. a4 grados C, Buffer
O’Neill pH8.8- 8.9. Indicandonos que estas
condiciones son importantes para mantener la
actividad de la proteina, evitando de este modo su
denaturacién. La variacion para el protocolo de
Maiiff; G, fue adicionar Carboxipeptidasa- B (se
remueve la arginina terminal C y los residuos de
lisina, encontrandose una banda distinta para cada
tipo de C4, existiendo un nimero superior de alelos
expresados) y el anti- C4 se diluyo en fijador para
el Complemento. Las demas condi-ciones
permanecieron iguales a las propuestas por White ,
I, obsevandose los alotipos de C4, correspondientes
ala Tabla I y Ii. Otro protocolo con el que se
obtuvieron buenos resultados, fue el propuesto
segun Alarcén, G. Las modificaciones efectuadas
fueron : secar el gel con papel de filtro antes de
aplicar la muestra, usar aplicadores de plastico, correr
la electroforesis por 4h y aplicar sobre el gel 1 ml de
anti- C4. (tabla I y II).

CONCLUSIONES
Podemos concluir que las técnicas de electroforesis
de alto voltaje e Inmufijacion en gel de agarosa para
C4 mas confiables, por presentar buenos resultados
furon las propuestas por White, I, y la de Alarcon
G., pudiéndose identificar los isotipos C4A, y
algunos alotipos para C4A, como: Al, A2, A3, A4,
AS, A6, A12, A91, y para C4B, como: Bl, B2, B3,
B4, BS B6, B11; bl2, B22, B35, B45, B92, BY%4,
B95, B96. Los protocolos que se ensayaron y de
los cuales no se obtuvieron resultados muy confiables
en el laboratorio, fueron el propuesto inicialmente
por el Instituto de Genética y la propuesta Maiiff, G,
1983. Los mejores resultados se lograron al ma-
nipular muestras de plasma frescos, conservadas en
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refrigeracion por no mas de 2h y
no se encontraron buenos
resultados al trabajar plasmas
conservados por largos periodos
de tiempo, en congelacion o en
refrigeracion. Se not6é también,
mediante todos los ensayos
realizados, que la prolongada

electroforesis en gel de agarosa
y el uso del anti - C4 son
necesarios para la tipificacion del
C4. Por 1ltimo, cabe mencionar,
que los ensayos propuestos son
de gran importancia ya que
pueden ayudar a profundizar en
el conocimiento del C4 en nuestro

pais, ampliando los estudios del
polimorfismo del mismo; dar
aportes al estudio de genética de
poblaciones, de ciertas
enfermedades y dar pie para
poder realizar otras futuras
investigaciones.
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