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RESUMEN 

En base a un análisis lógico-matemático de las ecuaciones para el sistema ABO, 
planteadas por Felix Bemstein en 1924, un grupo de la Facultad de Filosofla y 
Letras (Padilla et al 1996) desarrolló un conjunto de fórmulas matemáticas e 
introdujo una nueva variable, 11 s11

, asociada a la frecuencia del gameto AB, 
compatible con la existencia de dos genes ligados para este sistema. A1 utilizar 
estas nuevas fórmulas con datos de poblaciones reales, se encontró que la 
sumatoria de las frecuencias cierra a la unidad, a diferencia de lo obtenido al usar 
las ecuaciones de Bernstein (que consideran un solo gen multialélico para el 
sistema ABO), en donde casi nunca la sumatoria de las frecuencias cierra a la 
unidad. Estos antecedentes permitieron suponer la existencia de alelos recesivos en 
individuos AB (siendo esto imposible de acuerdo con la teorla actual de un solo 
gen). 

Recientemente se han clonado .Y caracterizado los genes que codifican para 
las glicosiltransferasas que sintetizan los antlgenos A y B (Yamamoto et al. 1990), y 
se han desarrollado metodologlas de PCR que permiten analizar molecularmente 
este sistema. El gen de la gllcoslltransferasa del tipo O está inactivado por una 
deleción en el sitio 261, la cual crea un sitio de reconocimiento para la enzima 
Kpnl; esta caracterlstica nos permitó buscar alelos recesivos del tipo O en 15 
Individuos AB, de los cuales en un caso se observó la presencia de alelos recesivos. 
Se demostró que este caso no tiene los dos alelos A y B, además del recesivo ya 
detectado, y el análisis en otras dos posiciones del gen (297 y 701) indicó la 
presencia de un alelo del tipo A, por lo que este individuo puede tratarse de un 
caso cis· AB (subtipo poco frecuente en el que un solo alelo codifica para una 
enzima bifunc!onal). 

Estos datos sugieren que la existencia de dos genes para el sistema ABO es 
poco probable. La nueva variable 11 s" propuesta puede significar que en las 
poblaciones existen alelos del tipo cis-AB, los cuales codifican para transferasas 
bifuncionales; la frecuencia de esta clase de alelos que forman gametos AB 
quedarla representada por esta cuarta variable. Fenómenos que implican pequeños 
desajustes o desbalaces en la expresión de los grupos ABO en la población también 
pueden estar representados por la variable 11 s". 

Vo.Bo. 

Dr. Alejandro Garcla Carrancá 
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I INTRODUCCIÓN 

1. ANTECEDENTES 
En esta intrmlucrión Sl' pre!L•nde abarcar un panuramcl gl'l1L'rcll sobrl' distinto~ 
.ispl'ctos del 'islt'm,1 Alll l Fn l'st.1 pnmL•ra p.irtl' '" dl·linL'll al~unos ti•rmino,, 1 ,,. 

describl' cómo se dio 1nino .i estl' pmyectu. El rl'sto dl' (,1 111trodul·nun Sl' org,111i111 
en base a la cronología dl' cad,1 uno de los descubrimientos LJllL' se h.in publicadP 
sobre este sistema, hasta terminar con los datos más recientes en biología 
molecular. Aunque la tesis está relacionada princip,1hnentl' con l'l área de biulogí<1 
molecular, considero ljUL' es importante mostrM la complejid.id del sistema 1· 

conservar una idc,1 global de L'ste tema. 
l..i denomin.iciún "antigcnn Je grupo 'imgu1ne11" ha sido aplicada a 

moléculas ,1ntigénicas que se localiz,rn en la ml'mbrana dl' los eritrocitos, aunqul' 
también se han encontrado en la mayoría de los tipos celul.ires epiteliales y en 
otros tejidos. Estudios filogcnéticos han establecido que los antígenos ABH 
aparecen tempranamente en la evolución en tejidos ectodérmicos y l'ndodérmicos 
de vertebrados cuyos eritrocitos no presentan antígenos y en forma 1n.\s tardia en 
tejidos mesenquimatosos (Oriol l'/ 11/. 1992). Sólo el hombre y algunos simios 
antropoides, el orangután y el gorila, expresan antlgenos ABH l'n eritrocitos 
además de Pxprcsarlos en otrns tl'jidos (Oriol el al. 1986), por lo LJUL' es más correcto 
utili1ar la denominación "grupo histo-sangulne<1 ABO" en lugar de grupti 
sanguíneo únicamente. 

A pesar de la importancid del conocimiento Jel grupo ABO para los 
transplantcs de órganos, ílSI como para las transfusiones, y pese a su importancia 
en diferentes campos de la medicina (en particular la medicina legal), el sistema 
ABO todavla es poco conocido. Recientemente se ha empczíldo a comprender 
cómo se construyen las moléculas de este grupo h1sto-sangulnco, y .i entrever, a 
través de situaciones patológicas como los cánceres 1· algunas infl'ccionl's, cuáll's 
pueden ser sus funciones (Hakomori 1993). 

1.1. EL "PROYECI'O ABO". 
A principios de siglo, Landsteiner observa que los eritrocitos se aglutinan en 
presencia de distintos tipos de sueros humanos, v de este modo pudo determinar, 
en 1900, los tipos de sueros que aglutinaban a distintos tipos de glóbulos. Definía 
as! los grupos sanguíneos, descubrimiento por el que recibio el premio Nobel de 
medicina en 1930. Como resultado de sus trabajos y los desarrollados por A. 



IJer.istcllLl y /\ Sturli, L'i1 V1L'l1d, SL' disl111guL'll ~ f',íllf''" ,,111gu1nL'I" pn11np.1k·~ .. 
llamadlls /\, B, AB 1· ll. 

Posteriormente, L'n 1908, Epsle1n v Otlenl11:rg 'ug1riemn que ills grupll'> ABO 
eran heredados nimll r,1racler nwndt>\i,mn dlli11111illllL', 1· L'i\ll lul' comprohodll L'l1 
1910 por Dungern 1· l lirlfL•\d, .iun cuando el nwdo L'\allo dl'i pron•s11 lwrL•dil.ir1P 
no fue determinado sm11 hast,1 192.J por Bcrnsll'in, L¡u1en postula \,1 lL'urt.i de \us 
alelos múltiples, en la cual propone la existencia dL· un solo gen para definir el lipll 
sangufneo (Bernstein 1924), pero establecc la posibilidad de que el /orns 
correspondiente a estL' !\en pueda ser ocupadu por uno de los tres alelos dislinll1s 
(IA, !By IP). 

Hugn Padilla y Gabri1•l Gardui\o Soto (ranilt.id de Filosofí,1 y Ll'tr.is) h¡¡n 
analizado el área lógica de la teoría de Bernsll'in y h,1n enrnntrmlo crrores en las 
bases de su planteamiento (Padilla et ni. 1996). Considerando la existencia de dos 
genes ligados, con sus respectivos alelos, desarrollaron fórmulas que describen los 
grupos histo-sangufneos en las poblaciorl's con mavnr precisión. Este grupo 
analizó los datos de distintas poblaciones, tanto dt•sde la perspl'Ctil',1 de Bernstcin -
·donde las frecuencias dlélicas o gaméticas p, tf y r se asocian a los alelos ti gametos 
A B y O, respectivamente-- como bajo la perspectiva de 4 variables, p, q, r y s 
asociadas a los gametos Ab, ,1B, ah y AB. El hallazgn matl'mcíticn a pMtir dl•I nuevo 
planteamiento l]UC incluye dos genes ligados fue snrprendcnte, va que L'n todas las 
poblaciones estudiadas (Mourant 1977) la sumatoria de las frecuencic1s p, 1¡, r y .< 

siempre cierra a la unidad, a diferencia de lo obtenido al usar las ecuaciones de 
Bernstein, donde la sumatoriu de las frecuencias p, q y r sólo cil'rra a la unidild en 
un 2% de todas las poblaciones estudiadas. 

El conjunto de las nuevas fórmulas es el siguiente 
Considerando que la sumatoria de las frecuencias gaméticas l'S: p+1¡+ r+s= 1, la 

representación de los fenotipos en una población l'Starfa dada por· 

A= 2pr • p' 
B= 2qr • q' 
O=r' 
All= >1 • 2sl' 1 2.<i¡ + 2>r 1 2¡11¡ 

Con este hallazgo, el grupo de la Facultad de Filosofía y Lelrds interaccionó 
en 1993 con el laboratorin del Dr. García Carranc,i, del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas, con el fin de obtener datos experinwntales qul' c1poyaran esta nueva 
teorfa; desde entonces estos dos gr.upas de tr?.bajo han colaborado en "el proyecto 
ABO" .para elucidar l'Ste problema, tanto a nivel teórico como a nivel experimental. 



2. ESTJWCTURA !llOQUÍMICA DEL ANTÍGENO ABO 
Fn 1%0, oligos.1c.irid11s Pbtt·nidu~ dl' mucinas puniK.tdns dl' llu1d11., dl· quislt'' 
ovíiricos Ílll'ron l'I 11i.1ll'flcll para analizar la natur.1k•1..1 qu1m1r.1 dl' !.is l'slrunir.is 
que determinan los grupos histo-sanguineos (A, B 1· 11) (l\forgc1n v W.1tkins JlJ5ll. 
K,1bat JlJ7'.I; Ginsburg llJ72). 

La degr.id.ici(1n "l'CUl'IKi,iJ dl' l'Stas r,1dt'll<lS dl' 11li¡.;os.it .irid1,., c1111 
cxoglicnsidasas n•vcló qm• el remoVl'r un solu residuo de at.tir,u no reductor 
resultaba en la pérdida de la antigenicidad v Sl' desarrollaba una especificidad 
anti)\énica nuL•vc1 1· distinta (Watkins 1962). Este pron·dimiento pudu repetirsl' 
serul·ncialml'ntc t'n la rndena t.rnto romo la disponibilidad dl' l'\oglin•~id.1s.1., v dl' 
anticuerpos lo 1wrmitio, dL•mostr,mdo l)UL' cada estrnctur,i nul'v.i dt• r.ubuhidratm 
funciona como un Jctmninantl' antigénico, y l)Ul' la .rntigcnicidad dL· rad.i 
estructura depende dl' la adición de una sola unidad de azúcar. Dl' (•sta manL•ra se 
identificaron tres determinantes antigénicos mínimos di o trisac,iridos para radc1 
grupo sangfneo; para el dcterminantl' H sr identificó el disaci\rido 

h1111 1 
.¡, 

Gnlil l~I{ 

y para los lklerminantes A v B los trisacáridos 

Ful" ni 
.¡, 

Ga!Ni\r u HJ l,.1! il HI< 
para L'I antígL•no A v 

Fue ni 
.¡, 

Gala H3 (;,11 p HR 
para el antígeno B. 

Los individuos del grupo histo-sangufneo A o B se caracterizan por la 
presencia de antígenos A o B, respectivamente Los 111dividuns del grupo histo­
sangufneo O expresan el ,rntígeno O (11) precursor de los antígem1s A u B, como se 
explicará más alMantl'. 



bit" d1·1 .. ·rrn111,1nil'' .,,. L'l1l l1t'llird11 l'l1 ¡,,_ L'Xlrt'llh" llll rl'dt11 illl'l'' dv '.id1·11.t' 
oligosaráriJas. Est,1s r<1d1·1M' lurni.111 p<lítl' de gliniprniL'lll.1<, 1· g\in1lip1du' dl' \,1 
superficil' dt• los eritrocitos y otros tejidos. En s1'l'fl'li11111·' dl' quistes uv.ir1ui., r 
glándu\,1s muro'a' 11PI tr.irt" intl'slinal, tr.ictP g1·nit,1l \' rl'sp1r,1toriP '>l' h,111 
detectado com11 parte tk g\Jwpn1tl'in,1s m.im•moll'rnl.irt•s (muci1w.). ·1,11nb11·11 "' 
encuentran como oligosacáridos libn•s l'n lcchl' v 11rin,1 ( (W<1tkins 1980; Watki11s l'f 
al. 1988). 

Las glicoprotelnas t¡ue pos1•en rnd1•nrl., dl' L"rirbohidrrltos wn 1•pitopl's Ali\ 1 
unen estas Crltkn,1s L'n dos furrnrls: por glirusi\,Kio11 dd grupo .imi1w dl' un.1 
asparaginrl qut• forme pMle de lrl st•cuencia wnsen"'' NX'i/ 1 (glicnsil,KH1n tipo N), 
o bien, a través del grupo hidroxilo de una serina o tn•11111nil (glicosilarnín tipo ll). 
En el caso de los glirnlipidos, la bioslntesis Je estas ccldenas de carhohidratos se 
inicia en una ceramida (N-fatiacil-esfingosina) (H¡¡konwri y Kannagi 1986). 

Existe un gran polimorfismo estructural en estL1s antíg1•nos inducido pnr la 
variación de la c,1d1>nr1 precursora. St• han dasiflfrldu \us dl'lermin,111tl's ABH en 
base a 6 tipos dl' cadenas precursoras de ,1cuerd11 rnn l.i l'Strnctur,1 dt•I disauírid11 
base, asl pues existen 6 estructuras que funcionan rnmo sitios accptores para la 
construcción del epltope H: 

Tipo 1 ... Galp l-3GlcNacl-R 
Tipo 2 ...... Galp l-4GlcNac1-R 
Tipo 3 ....... Galal-3GalNacl-R 
Tipo 4 ..... Galll 1-1GlcNaCl-R 
Tipo 5 ... . .. . . GalPl-~Gal 1-R 
Tipo 6 .............. Gal!ll-4Glc-R 
Cada isotipo de los antígenos ABO til'l1L' un patrón dl' l'xpresiún 

caracterlstico en los tejidos y fluidos: 
El antígeno ABO sintetizado a partir de la cadena precursora tipo 1 L'Strl 

presente en la mayor parte de los epitelios secretores (tales como el epitelio de las 
glándulas salivales, mamarias, etc) esto es, en tejidos dt•rivados de endodermo. En 
el caso de eritrocitos y linfocitos, estos antlgenus ~on expresados debido a la 
absorción de glicollpidos circulantes del plasma (Marcus 1969). Antígenos i\ [!0 
que poseen estructuras base tipo 2 están presentes en tejidos derivados del 
ectodermo o del mesodermo, principalmente l'n los glóbulos rojos y en las otrrl' 
células sangulneas y epiteliales (Hakomori 1991) Estos epltopes en las otras 
cadenas han sido descritos en la ·superficie de cl>lu\as normales v tumorales en 



r,111tidadl'S ~wqul'i\as, c11mp.ir.1d.l', (!111 lo> do' prnm·r•" lll'•"- l'i l1p11 "\ l'll 
glirocnnjug.id11s dl' tl~j1dll t'pi\l'l!.il dl' in\cst1n!l, pul111on1·' 1 glandul,1 subma\ilM, 
el tipo 4 ,1sociadll ,¡ glicolíptdo.,, parlin1larmc11tl' lo> dl' rnic111 hunw10 (King Jl)lJ.I, 

Clausl'O el al. 19HlJ), y se sabe LjUl' la sln\esis dl' las L'structuras basl' 1 y 4 l'sta 
influenciada por !ltros sistemas adt•m,\s del sisll'mil AllO (l'll t•l '"1so dl' t•structur.i> 
tipo 1 asllci.id.is .i A), l'i tip11 5 st• h,1 o,intl'li7.<1do artif1ri.1!11wnl1• 1· h,1sl,1 <1h111-.1 np ''' 
ha cncontradll en tejidos l'ivus; 1· ,.¡ tipo ó est,\ prl'st•n\l' t•n sent•1 illl1l'' exllrn11,1s 
como leche y mina (Oriol 1990). 

2.l. DE.SARROl.l.llEtv1Blfü)Ni\RIO 
Para lem•r un panornma más rnmplelo de los conocimientos dl' los grupos 
sanguíneos, es 11cccs,1rio mencionar ,1lgunas particul,ll'idadcs durantl' el desarrollo 
embrionario. El estudio de estos antlgenos en el embrión ha demostrado la 
existencia de una nueva subdivisión l'n las cadcn<ls del tipo 2. En el adulto 
predomina la cadena tipo 2 denominada "rarnifkada" o antlgcno l. Esta cadena Sl' 
sintetiza por la adición dL• 1·ari.is c,1den,1s cort,1s .1 una l'slruclL1rc1 bdse, lil cu,11 
recibe el nombre de cadena "no ramificada" o anlil',l'no 1, 4ut• es\,\ presrnte en el 
feto. Las cadenas ramifirndas contienen varios antll',l'nos Ul' los grupos histo­
sangulneos, mientras que las c.1Lk'nc1s no ramificadas lil'Viln sólo uno. De cs\l• modo 
las células fetales están nwnos 1•xpul'stas que las rl'lulas adult,1s " los anticu1•rpos 
anti-A y anti-ll dirigidos contra los grupos histo-sanguíncos Fs\t• ll'nllmeno podría 
contribuir a proteger al feto dd sistema inmunitario dl' la madre s1 t•sta última es 
de otro grupo (Hakomori 1981 ). 

En los embriones humanos más pequeños t¡ul' SL' han cstudi.ido (5-Hmm, t¡Ul' 

corresponden a la quinta semana de desarrollo), la mayoría de los tejidos expresan 
antigenos ABH, independientemente del fenotipo secretor del individuo. Los 
antlgenos ABH epiteliales alcan1.an su expresión máxima a los '.\5mrn (aprox. 9 
semanas), después de lo cual la expresión disminuye (Szulm,1n JlJM). Es muv 
interesante que en algunos órgélnos esta disminución coincidt• wn la aparición dl' 
algunas funciones específicas de los órganos, como la secreción de mucosidad en el 
tracto digestivo (Szulrnan 1965). 



3. GLICOSILTRANSFEHASAS Y SÍNTESIS DEL ANTÍGENO ABO 
Al desrubrirsl' las L'structuras ,111t1gL•nicas dl' los grupo' hi . .,t11-,angu1m·11,, W.itk1m 
en 1959 predice quL' los genl's ABO. 11 \' Lewis nidilir.in p.ir.1 glicusiltrnnslt•r<1s,1s 
que añadl'n L'I ultimo azuc.ir a L'strurturas prenirs<ir.is, 1· dL· L'Sta ma1ll'ra SL' 
sintetiza cada Lil>tt•n111n.int1· .111tiy,t•n1co Esta propu1";ta fut• ,·1111fir111.1d<1 111,1s t.udt• 
por la Cdl'ilcteriz.ición dt• d11·L·rsas glicosiltr.1nslL·rasas h11111.i1i.1s por Watkins 1· 
Ginnsburg en 1972 (Watkins 1972; Ginnsburg 1972). 1.os ant1genos ABfl n\l S\lll 
productos primarios de genes, sino que son produdus d<' un,1 re.irción enl.imática 
catalizada por "glicosiltransterasas". Se encontn'> quL' individuos A poseen 
actividad dt• u 1-.1 N-iKl'til-gal.Ktusam111il-transferas.i (tr.rnsterasa A), mientras qul' 
individuos B tienl'l1 actividad de 11 l-:I g<1lartosil-tr,rnsferasa (trdnsferasa B) 
Individuos All posL•en ambas, y los individuos O ninguna. 

Hoy se sabe que la glicosilación es un procesu complejo que 111vnlucra a un 
gran número de genes: cada unu codifica una glicnsiltr,111sforasa particular que 
cataliza la adición de un monosacárido especifico a un sustrato aceptor bien 
definido (Paulson el al. l lJHlJ) \' por lo tanto, para lJlll' st• exprl'se d antígeno del 
grupo histo-sangu!neo ABO deben estar presentes en la céluld lds 
glicosiltransferasas que sintetizan las cadenas prrcurso1«1s Es importante subrayar 
que el producto de la reacción de una enzima se convierte l'n el sustrato para la 
rea:ción que sigue, siendo éstt• el mecanismo gencr.il para la síntesis de cadenas de 
oligosacáridos (Watkins l 986). La concentración necesan.i de substrato donador, 
esto es, azúcares activados por nucleótidos, y cofactores como iones metálicos 
también son requisitos para la síntesis (Watkins et al 19H8) 

11. LAS GLICOS!l.TRANSFERASAS DEL GRUPO ABll 

3.1.1. Genes "Secretor" y "H" 
La glicosiltransfrrsa H ~intl'!iza el epítopc 11. sustratu para la construcción del 
epltope ABO: cada cadena precursora (tipos 1, 2, 1, .J. 5 ó 6) puede recibir una 
fucosa unida en al-2 a la galactosa terminal para formar el determinante H 
monofucosilado (figura 1 ); no hay que olvidar que esta enzima está codificada por 
dos genes, uno llamado H y otro llamado Se, como se detalla más adelante. 
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St' hrl plantt·.ido l.1 t'\l>tt•1x1.1 de do' gt•Jlt''> dl't1n111' qw· r11d11!1.111 ¡i.ird 
gliwsiltran,foras.is LIUL' >tl!l 1-.1p.in•o de <;111tdi1dr, dt• m.int>r.i 111dt'Pt'nd1t•n1t·, l'i 
cpllope H: l'I gl'n 11 1· d gen .~1· (l.emit•ux Jl/7H). Esta posibilidad h.i .;ido 
larg;rnwntt• di<;rutid,1 t•n l.i ultim.i dt'< ada. 1 lti> l'\pt·nnwnt•" qul' -;v h.in pubJic,1d11 
hcin ,1puntadn en "'t1· 't·nt1do 1Ku11i.11<1k1 1 Y11.;h1d.1 llJH-1. ill'ttcriJgl' 1 \\'.1tki11' 
!985; Lt• l'endu I'/ r1/. 1985). ~" h,11dt•ntilic.idt1unci1tl-2 /uco.;iltran;ft•rci'" <¡lll' .1du.i 
prefl•rencialmente sobrl' la c.idt·1M precursor.i tip11 2, .i Id rn.il 'l' le ha d1•11urni11,1dn 
como codificada pnr el gen 1 L a difl'rencia del gl'n ~I'. qui• n1d1íic<l t.unbi(•n un<l 111-
2 fucosiltransfercl'<l qui· .JCtti.1 prdt•n•nci.1lmcntc <;obrl' Ja 1<1den.1 tipo 1 (Oriul 1981, 
Sarnesto 1•/ 11/ JlJ92, l.ar,cn l'I r1/ ltJl}l)). L1 actirid.1d de l'Sta.' 1·111i111as sobn• J.1s 
estructurds 1, 4, 5 \' ó <1tin n11 >t' h.i L'~tud1ado (Cl.iusen 1989) 

lodos los t•ntrocitos expresan .inligcnos i\f!l I l'\rt·ptP aqut'illls 111diridu11> 
Llue poseen un fenotip11 mur poni romun d1·no111111.1dn Bomb.11· Sc h.i dl'mostrado, 
gracias a los trabtljos de car,1ctcrizac1ón y donacion dl'I gen H (L«rst'n l'I r1/. 1990/1), 
que l'Sh>s individuos tienen t•stl' gt•n inactivadP por und mutación sin sentido 
(Kelly f'I 11/. 1994), por lo tanto se considern qut• en los eritrocitos d gt•n 11 es la 
forma acti1·a que pilrtic1p.i en la sfntL•sis dt> los antígPnos ¡\ llO 

Por otro J,ido, la maynri.i de los individuns son Cílpa<es dt• secrl'!M his 
antfgenns de los grupos histo-sangufneos (W.itkin' 1980). Alretft.tlor dl'I RO"í, 
excretan los antígenos A, ll o H en la leclw, la saliva, l'I ¡ugu gústrirn, el cspcr111.i, 
etc. Estos sujetos st• dicen secretores, en oposición ,1120~, restante qut> se llaman no 
secretores Este fL·nómeno est,í relacionado con d gt•n S1• Aunque este control 
genético s1• conoct• desde L'I principio de los ai\os 10, todavlu no se conocen 
completamente Jos mec,111ismos bioquímicos y genéticos implirudos. En los sujetos 
secretores, el gen 51• dominante es la forma activa en los epitelios glandulares, 
donde estimula la producción del ,111tfgenn H por el tejido (4ue lo Sl'Creta), lo qut' 
es inca paz de harPr la forma se ren•s1 v .i. 

3.1.2. Glicosiltransferasas ABO 
El paso final dt• la slntesis del cpftopt• ABO es catalizadn por la glicosiltransferasa 
A o B: el determinante H monofucosilado recibirá una GalNAc (transferida por la 
glirosiltransferasa A) o una Gal (transferida la glicosiltransferasa B) para formar los 
epftopcs A o B mientrns Llue los individuos O (H) carL>een de esta actividad \' 
mantienen el antlgcno H sin modificar. Asf pues, el loctts ABO codifica para u11<1 
enzima glirnsiltransft•rnsa qut• añad(' otro aztic.ir al antígeno 0(1-1). El alelo A 



prnducl' u11.1 t•1111111.i ,1 u1· 111¡\11<1 ,.¡ , Pl.1tlPr L ·¡JI' N · :\1 di\ )~·i\,1t11 ".i1111n.i. ll 1nn.111d1 • 
t•I antigl'llll i\, 1· ,.¡ .1ldo 11.i'>U1·1·1 pn1dt1ll' un.11•11111n.1qui·11ti\11d .-11111" rnl.idt1r 
Ulll' C,1lartus.1 (ligur.i 1 ). 

Un,1 nbst•n·acion 1111pt1r\Jnll' 1 111u1 d1su1t1d,1 hd'>ld .1hur,1 , . ., t[Ul' .1111\l,¡., 
t'ntimas dl' los gíllf"" h1.,to-,,111¡;uint'lls tienen líl cdp.icid.1d polt•nn.11 dt· 'lllll'\11..ir 
,.¡ dl't1•rn1i11,111t1· ,mt1gi·ni1P 1untr.ir111 (W,11ki11., Jli!ló), IJ ¡;l1c11slitr.inskr,1,,11\ p11t•d,· 
tr.1nsil'rir l;,1INAc t'n lug.ir dl' (;,11 .1 '>ll substr.ito, 1· l'lll'\'1•r.'>J bt.i.., ulN·r1·.i1 lllllt'' 
.st' han hecho b.ijo ricrtíls wndicirn1l's experiment<JlL•s 111 uilrn 1· se h,1 rl'iut.1du qul' 
no exisll' .ilgunc1prud1a111 i'll'O que s11stenga est.i ,ifirmanon (Schachtl'r 199-1) 

\2 Cl .ICUSll. J"R1\NSFl·R/\S/\S l·N GFNERAL 
S1• ha l'stimadll t[lll' sl' n•qu1t•n•n ni.is de lllO glin1si\tr,111sfL·r,1s,1., p.ir,1 '111h·t11dr IJ 
mayoría dt• las estructuras de glic,rnos qut• hasl.i <lhura st• cu1111cen (Stulbl'I !'/ 11/ 

1989). A la h•ch.i scilo un.i pl't[lll'iia parll' de estas ¡;lirnsiltr.111sl1•r,1'.1s h,1 sido 
purificada homngé1waml'llll' pMa obtl'ner lc1 seruenci,1 dl' .1mino,icidos \' l'i cl1N1\ 
correspnndienll·. Los intt•illos dl' aislar estas enzimas no han sido forib va que 
l'XistL·n l'Tl cantidc1dl'' mtnimas en células 1· ll'jido.,, v muchas dt• las 
glicosiltransfL•rasas l'St,\n unidas a lil membr.in.i, ptll' l'SI 'L'S ljlll' h.ist¡1 l.i ferh,1 se 
han podido punfir.ir 1 chinar muv puras de ellas 

Existe por.1 hllmolog1a entre lds gliwsiltr,1nsll'r.1;,1., qul' h,111 p11didP 
car<1rtl'ri1.arsL' a nil·,·I gt•nómiw, incluso L'lltrl' ).\liwsiltr,1nslt•r,1s,i; qu<' util11.<1n l'I 
mismo sustrato donadm 1· /o aceptor (Pxrepto \,1 lamiil.i dt• 11 l- "\/ 4 
fucosiltransferasas). No ~e ha encontrado un patnin comun dl' l'structurn de 
intrnnes-l'\llnes, 111 una correlarión entrr lns L'Xnlll'' \' lo, dominios protl'1rns 
(Joziassc 1'1 11/. 19'J2), ,1unt¡Ut' ,¡ existe homología ,1 nivt•I l'Strurtur,11, va qut• la 
estructura de los dominios dl' estas L'nz1mas es similar t•11tn• l'll,1s 

3.2.1 Estructura 
Todas las glicosiltransferasas que se lucalizan en Golg1 sun munoméric.is (Klcene y 
Berger 199~) y comparten estructuras con dominios proteicos similares. La 
~ecucncia dL• aminoácidos que se dedujo de la glirnsiltransferasa A indica que 
posee una rstrnctura de dominios similar " la va descrita para las ntr.is 
glicosiltransferasas clonadas 1· caracteritadas hasta hui' (Joziasse et 11/. 1992), cuyos 
dominios son los siguientes· 

El aminu-tL•rminal wnsistl' 1•n una rnla citopl,\smic.i rnrta que p11sce e.irgas 
positivas, las cuales se crl'l' que 'ºn necesari,1s para adquirir una topología d1• 



111t•mbr.1n.1 tlll'l'L'< t,1 \'""''''1 u11 c\111111111" tr,111,1rn·111hr.111.d l ll\.i '<'1Ut·11,1.1 
h1drlllllh1r.i s1rw p.ir.i d1rig1r ,1 \,1 t•n1111i.1 h,ll 1.1 \,1 nwmbr.111.1 dl' l;u\g1 1· p.H,1 '11 

uncl.t\l' ,•11 \,1 nwmbr,111.1 \,1 rl'g1011 dl'\ t.ilh• L'll l'i lunwn (tun 'itl ,1 tOtl .11111nll.111dlls 
aLn·s1bll's " romp11111l'lllll c.it<1litKll pur protec1s.is) pPdn.i s1•r1·ir ""11111 b1scigr.1 
f\ioxtblt• piHcl t•I dorninio ratalitini, 1 fin..ilmL'llll' un don1111i" c.1tahtiro globul,ir 
Lolllpacti 1, rL•sistl'lllt· ,1 pn1tt»1s,1,. 1'11 l'Sta wn,1 1 l,1 l'l'~~lllll d1•I t.1\lu pu1·dt•11 
L'llL011lrMSl' sitios de fostoril<1nn11 1 sitios dl' glllllsd.1C1ú11. 1 ll' ,1rn1·rdu ,1 l'Stt• 
modelo, estas f\lirnsillransferasas dl' Golgi comp.irtl'n la tupologic1 dL· prntl'in,is de 
nll'mbrana tipo 11 (Klet>m• 1· Hergrr 1991). 

Estas transíerns.is posL'L'll dos s1t1os Je 11111011, unc1 rq~1on de lllllllll p.ir.1 l'I 
Mucc1r (don,1dllr) 1 llll'll p.ir,1 t•I su,tr.ito (ciceptur). )',L'llt'r,tlnwntt· l'Stl' ultmw f'Lll'dt• 
,1wmudar 1n.1' dl' u11 ,11uc.n ll'r111111,1I, 11 una purrion dL•I ·KL'f11llr IL•jan,1 .il ,¡ti" dt• 
fL'acrion. No SL' ninon· l<1 L'Strul'lurcl triJiml'ns1un.il dl' L'stos dllmtnios (Jm.1,1o;Sl' el 

11/. 1992), por lo rnal .iun no L'S pusibll' cntl'ndl'r c(1mo resiJuns J,• amino,\cidos que 
se cncul'nlran muv separados L'ntrc si pul'den accrc,irse para crL•ar tanto los sitios 
de unión al sustrato rnmo los sitios catalíticos en estas enzimas (Schachter 1994). 

3.2.2 Proceso de glicosilación 
Todos los procesos dl• gliws1l<1nnn ~e llev,111 a cabP l'n L'I Rl'ltcul" Endoplasmtco v 
en el Apuralo dl' Glllgt, 111dU11•ndll I" ó1ntesis dl' l<ls 1-.1,knas dl• carbohtdr.itlls ljUL' 
1!n su extremo no reductor posl'l'll un anttgeno Al3U. ( ·lllllll l"l óe h,1 lllL'nCtollaLh '· 
L'Sta.~ cadenas dl• carbllhiJrntos puedl'n L•star unidas" prutetníls o 11 ltp1do~. 

La glicosilarión de residuos tk asparagina en protelnas (N-glicnsilanón) es 
inic1ad,1 en d lumen del retirnlP l'mloplásmico rugoso (RER), dond1• um1 
transferasa tr.111stil'rL' L'l "ligllsdr.lrtdll LlcNAdvt.in"Llc1 urndn" un dlllicol-tosfato. 
Sustraccion1·~ subsernentl·~ p"r t•xogliwsidasas en l'I RER dl'Jilll un.1 estructura 
basl' mlninw de GlcNAc2Man1 para ser glicosilada postenornwntl' por N­
acetilglucnsaminiltransfcrasas v otras transferasas presentes en el complejo de 
Golgi (para una revisión ver Kornferld y Kornfcrld 1985). 

La glicosilación en serina v trconina (0-glicosilación) es iniciada por la 
adición de un monosacámlo dt• Ca IN AL' catíllizado por una transft>rasa localizada 
probablcmcntl' Pn 1·is-Golg1 P RER tílrd1u (Dekker 1· Strous 1990; Sadler JlJH4; Tuoze 
el al. 1988). Hasta ahora no se ha encontrado una seruenda L'l>nsenso, aunque se ha 
observado una corrl'lacion 11l•bil rnn residuus de prolin,1 y glicina advarentcs al 
sitio de glirnsilariún 



Ml'nos inlorm.irii\n l'\l'll' t'll l.i topogr.111.1 p.ir.1 l.1 bios1nll'sis dt• '"' 
glicol'sfingolfpidos L.i Cl'r.imid.i l'S .,1ntet11.ada t•n el rl't1tu!L11'ndopl.1smiro (W.illt'r 
1'111/. 1983) y dalos rerient1•s d1· l'nncher.i (lnnrlwr,1 1'/ 11/ llJYI) sugll'n'n t¡llt' l.i 
adición inicial del nHmosacárido de glunisa orurrl' 1·n el l.1d11 cilopl,ismiro del 
aparato de Golgi 

La sínlcsis de la ült1111,1 pc1rle dl' las r.1d1·nds de c.irbohidrallls de 
glicoproleínas y glicolfpidos SL' erre 4ur s1• lleva .i cabo por la .icción dt• 
glicosiltransferasas localizadas en el aparato de Golgi Muchos estudiL1s han 
indicado 4ue las glicosiltransfl'rasas en Golgi presentan un,1 nrganizacilin en !,1s 
cisternas de ns a lmns dl'pt•ndil'mlo del ordt•n d1• .,u act1v1d.id SL'flll'llridl (l~olh 

1987); de acuerdo con este dalll, las ABO glicosiltr,111sf1•r.isas st' han localizddo 1•n 1•! 
lado trm1s de la pild dr cisternas del aparato de Golgi (Paulslln l't 11/ 1989; lfoth 
1988). 

Existen también formas solubles de estas transferasas que seguramente son 
producto de las proteasas endógenas sobre las glicosiltransferasas unidas a 
membrana. Estas enzimas solubles se detectan en !l'chl' v fluidos corporab (sul'rn, 
por ejemplo). La falta de homologla entre las distinlas glirnsiltrans!Prasas sugil'rl' 
que existen proteasas especificas implicadas en la liberación del dominio soluble v 
por lo tanto serla una forma de control para removl'r drl dparalo d1• Cnlgi alguna 
glicosiltransferasa en particular, aunque no existen datlls l'Xpl'rimenlales que 
apoyen esta hipótesis (Clausen 1·/ al. 1992). 

4. ESTRUCTURA MOLECULAR 
En el año 1976, el sitio del locus ABO humano l'S mapt•ado en el cromosoma 9q34, 
unido al Ion para el sfndrome de nail-palella (NA) 1· .il de adenilatn cinasa (AKl) 
(Westervel et al. 1976; Ferguson-Smith et al. 1976), y recientemente se han 
confirmado estos datos por hibridización 111 s1t11 en cromosomas metafásicos 
(Bennet el al. 1995). 

Hace relativamente poco fue posible purificar homogéneamente la 
glicosiltranferasa A de los grupos histo-sangulneos (Clausen et al. 1990; 
Navaratnam et al. 1990) de tejido de pulmón humano v de mucosa intestinal, con lo 
que se obtuvo la secuencia parcial de aminoácidos de esta enzima. En base a esla 
secuencia parcial, se utilizaron oligonucleótidos complementarios al gene para 
sintetizar (con el método de RT-PCR) pequeñas sondas que fueron usadas para 
hibridar con una librerla dl' cDNA de la lfnea celular MKN45 humana; de esta 



lorni.1 SL' do11(1 1 .,l'L'llL'n<111 un lll\J¡\ n1111piL·mt·11l.ir1< 1 <jlll' t11di11t.i }'•lr.i t•,t.i 
transk·ras,1(Y.1111.1111oll1t'I111 ILJLJlli1). 

A p.irt1r dt• estt· trab,1jo, "l' h.i p11dido ron11ct•r c.id.1 l'L'/ 1n.1' l,1s b;isL'' 
moll'cularcs de las )\lirnsiltr,111slt•r.is.i' rnJ1firadas p11r 1·.ir1os ,ubgrupos dl' a!l'lo., 
1'11 el lon1s l\BO IH1111.ino (Yamamoto 1·/ 11/. J99llb; Yamamotn 1·/ 11/ J9LJ2; Y,1111amot11 
1'/ 11/. 199111, Y.1111,11noto rl 11/ IYlJI/•. )"1111.1motn 1·/ 111 llJLJI.-; Y,1111.1111tltlll'i 111 JLJtn.t) 

H ESTfWCTUl~I\ lH·:u_;EN ABO 
Este gen rnns1stL' dl· 7 exones quL' ,1bart"1n 18 kb Jl'i DNA (ligur.i 2) El tam.1110 dl' 
lns exníll'S varia di' 28 " 688 pb. 1· la mayor partl' de l,1 sernenria rnJifiL'antt· ,,. 
l'íll'llentra en el exlln 7 (Benm·t el 11!. 1995) 

La región hidro1L1bica, <jUL' .il parecer L'S el dominio tr,111snw111branal de la 
enzima (residuos de aminoácidos 17-~7), est,1 codifira·la c,1si l'n su totalidad en L'I 
exón 2, con los últimos 4 ,1mino,kidos de esta región localiz,1Jos en el exc\n :\ el 
extremo ,1mino-tcrminal de la fnrma solubil• de la transferas.i !\ (d ,1minn,\ndo 5.1, 
es dL>eir, el probable sitio de corte protl1olitico) en el L'XÓll ~ (Yammnotn l'I 11/. 1995) 

-12. l'RANSCRl'IUS ABO 
Existe evidencia JI.'! uso altt•rn,1t1rn dL· exones en lo~ transcntos del gent• ABU en 
difl'rentcs órganos humano~ (Jknnct l'I 111. JlJ95). Con la t(•nti(,1 de RT-l'CR, 
utilizando oligonucleótidos loc,1lizados en excin 1 \' VII ~l' han dl'lcctado 
mensajeros Llue difieren en t<lmaño Es importante mencionar LjUC el procesamiento 
alternativo de los transcritos de los genes ABO podrla L1xcluir Jos exoncs 111-IV sin 
producirse cambios en el marco de lectura. Éste no fue el caso para la mayorla de 
estos transcritos, en los ljlll' se ha enrnntrado 4uc n11 rnnliL~ncn el L'Xón VI. SI' sabe 
que la falta de este exón (que posee la deleción del sitio 261 para la mayorfa de los 
alelos tipo O) introduce un codón de terminación \' por lo tanto se produce uníl 
proteina truncada l' in,Ktiva (Yamarnoto el al. 1995) 



u lll IV V VI Vll 
r 

'28 "29 Q8 99 155 156 = 204 2:39 240 374 3"7' 

FIGURA 2. Organ1L.acion genómica del locus ABO. Los numero~ entre lt.t!-- t..-.."XlH1e ... (c.J.jao.:. rlt"g-Tas) ln...ih·.H1 el t .. 1m .. 1ñt' .__·n t°' ... H\ . ._ 

de bases de cada intrón. En la parte inferior se indican la~ base~ ~n la~ qUL' tenn1nan Y/u in11. .. 1~1n h., ... d1~t1nh, .... l"'l 111'"·-... 
(Bennet t•! al. 1995) 



·I J l IOMOl .OGÍ A Cl )N l lTf{l JS Cl:N F.'> 
De las pocas exreprionl's L'íl l.is LjUl' 'l' ilbSl'íl"d homologi.1 géníc.i 1·11trl' 
glicosiltransferas<1s l'S !<1 homología entre l.1s tr,111stt·r.is,1s dl'i grupo h1.,lu· 
sangulneo ABO rnn l,1 ul-1 galactosiltransferasa L'llnintrad,1 l'l1 ,rnim.iil's ((fozi,1ssL' 
1•/ 111 1989; l..irsl'll J'f 11/. 198911; Yamamoto _\ H.ikn11111r1 i'llJtl) l.11 11'-l (.,111 1 l.1 
transfL•rc1sa ll tr.111slkn·11 d m1.,111n MtKM (g.il,Kto,,1) 1 rf'<'dll l'i m1,111P tipo d1· 
enlan' glirnsldiw (u 1-.1) pl'ro utiliz.111 distintos sustr.1tos clCl'ptor"L'.' El silln ,1cl'pl1>r 
para la transfcras,1 B (recurdcmos t¡Ul' es d l'pltopl' H) wnsistl' en una lucos.i unid<1 
a un,111alactos,1 por mcdiu de un enlact• ul-2 mientras qut• los .icepton•s p.ir,1 la ul-
3 GalT nn tienen esta furnsa (Y,11n.1moto l'I 11/. 1995) 

La homologla se limita .i los dos últimos exonL'S dt• ambos gl'lll'S ABO {l'xon 
VI y VII) y del gen\' murino para la <il-1 Gal T (cxón VIII v IX), lo que sugil'rL' qut• 
ocurrió algún tipo de "barajen dl' cxonl's" L'll d curso dL• la l'voluckm dl' estns 
genes. Es interesante adcm;\s qul' estos Jos genes compartL·n unc1 l'Structura s11nil,1r 
en la organización del 1nc1rco Je lectura (Bennet r/ ul. 1995) 

La a 1-1 GíllT est,1 presente en todos los animales l'xceplo en los monos del 
viejo mundo, y tiene una estructurn primaria y tamai'to similar a ntras tra11sferasc1s 
Uoziasse el 111. 1989; Joziasse 1'/ ni. 1992; Sh,1per 1989) Estl' ¡;erw t•n l'i hombn· 
contiene defectos estructurales (Larsen et al. 1990a). 

)oziasse y colabnradore~ (Jo1iasse el 11/. 1991) identitic<i do' ~l·rue1K1as 1d -1 
galactosiltransfL•rasa~ en humanus. Uncl está org,1111zad,1 wmo un pseudo-gene t¡ut• 
no contiene introm•s v se localiza l'n el cromosoma 12t¡l·l-t¡15 (clona HCT-2). v 
tiene en los tres marws de lectura múltiples inserciom·s 1· deleciones v endones sin 
sentido. La otra secuencia sí contil'lle introncs y reside en el nomowma lJ en q:ll­
q34 (Henion el a/. 1994; Shaper l'I ni. 1992), por lo que .il menos uno Je estos genes 
co-localiza con el /ows ABO (Bennet el ni. 1995). F.stt• pseudogene no procesado 
contiene dos mutaciones y un codón sin sentido que rompen el marco de iectur,1 

La similitud entre estos genes en el humano (55"4> dl• identidad) indica que 
posiblemente todos ellos se derivan de un mismo gene ,111cestr.1I del que hubl• 
duplicación génica y la divergencia subsecuentt· (Scachter 1994) Los pseudogL'nes 
no funcionales probablemente reemplazaron al gen tuncion<1l para la ul-) GalT en 
los monos del viejo mundo algún tiempo después de la divergencia de los monos 
del nuevo mundo y los del viejo mundo (Bennet el al. 1995). 

En un intento por encontrar otros genes homólogos. Yarnamoto clonó un 
fragmento "homólogo pero no idéntico" a ninguno de l'Stos dos genes; la función 
de estp gen(' (llamado hgt4) no ha sido determinada (Yam,1moto cl t1/. 1991 ). 
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H !\/ .11.l >!->ABO 
l.a compar.irion entn· /,1, 'l'CUL'lltl<l' dl' nucil'ot1dll' dl' n·girnll's niditic,rnll'S 1•11 

distintos ale/lls ABO ha lll'v.tdll a l,1 1dl'ntific,1L'ion dl' dill·n·nci.1.' (111utario1ws) lJlll' 
podn.in ronft•rir l'SllL'cifindadl'' d1ll'rl'ntes 1· por lll tantll l'\plic.n l.1s distinl.is 
.irt1vidtldl's dl' las transfl•r.isds rnd1fic,1das pm L'Sto' .lll·los {Y.tlllilllloto /'JlJ5). 
En la figura 1 Sl' resunwn las mut<1ciones LJLIL' st• han report<1Lio hasta .ihora parn los 
all'lns descritos, 1· t•n l'I tt•\tu si• l'Xplicara con más dL•lalll' las c.ir,iclt•risticas dl' cada 
uno 

4.4.1. Los tres alelos principales: A1, ll, O 
!Jespués dt· oblL'llL'í 111 SL'CUL'nCicl d1•I <llelo i\, SL' l"lll\Stl"ll\"l'l'llll d.JNi\s dL' linl'l1S 
celulan•s dl' adenoc.ircilloma dL' rnlon de tipo O, i\B v B. Sl' encontró que existt•n 7 
diferencias entre los alelos ¡\ v B, v t¡ue de estas solo ·I ( posiciones 526, 70'.\ 796 y 
803) implican ca111bit1s en.¡ aminot\cidos que se encuentran t•n el sitio catalfticn de 
la enzima; por lo tantc1 estos cambios son los que afect,111 al n•rnnocimiento del tipo 
de rofactor qul' la rnzima utiliz<l. Fabricando híbridos dt• estns dos cDNAs, Sl' ha 
demostrado que 2 ,mlino,icidos sun nuciales p.ircl 111 t•spenliridad dt• la actividad 
enzim.\tic,i: i.l'urín,1 2hh v Uicina 268 confil'rl'n .i lc1 t•n1.i111,1 ¡\ la raparidad de 
reconocer l,1 N-acetil¡;i1lactosamin,1 Metiornna 2titi .1· 1\l,rn111.1 ~hH hacen que la 
enzima B reconozca una galactosa (Y.imamotll l'I 11/. 1990b), aunque estudios 
posteriores en el alelo n.1-i\B han indicado que los otros dc1s .iminoácidos también 
tienen un papel mu1· importantc(Yamamotn el 11/. 199:\b) 

En la mavorí,1 de los alelos tipo O se ha encnntr.ido que l'Xislt• una delerión en 
la posición 261 que cambia el marro de lectura y provoca qut• la traducción termine 
de manera prematura prnduriendllSL' una proteína tru1ir,Hla (Yamamoto 1990). El 
primer alelo de este tipo reportado (01) posee una seCL1L'11ricl idéntica al c1lelo A, 
excepto por esta dl·leción 
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menciona el número de cac;os analizados 



Y1"h1J.i (Y"'h1d.i ,., ,if J<rll¡ 1dl'nt1t1"' 11111 .inl11 ll<'l'f'"' ¡i11l1111111.il"' 
gliw'>illr,111..,Jl'rd..,,1, A 11 B <'11 l'I <.Ul'n< dl' 1nd111dtu" l l, "lif\lrl<'lldo l.i l'\l<.ll'l111.1 dl· 
un,1 pl'll1L'll1d 111.i< t11 .i <.111111.u .i J,1, tr<lll'>kr,1<.<l 1\ "ll h1 1·stud11" l'""l1•r1"r"' J'"I 
Gn·L·nwl•ll y Watk1n'> (Cr<'<'n11·l'll 1·f ,¡/ Jl)H7) 'iL' dl'ilh"ll"' qu" 1'\l'>ll' al'111·1d<ld nH11 
dl'bil, s1mil.ir ,¡ J,¡ t1«111Sll•r,1s.i :\: 1·11 pJ,1.,111.i ,·ll111·1·11tr,1d11 d1· 111d1l'idu"' l l l'"r ¡., 
ljUl' Sl' .. ug1ru'1 LJLI<' !Pdo., Jo, 111di11dulls "'11 f'lll1·1111,1Jnwnll' ,·,1¡\ll"L'' d1• s1111l'ti1.ir 
anttgenos A o B (Wat~ms IYHH). l.a L'\plkarnlll ni,1s l,Kt1bll' p.ir<1l'SIL'11·1101111·11" h,1 
sido el descubrimiL•nto dt• nu1•\'os tip11s de alelos() ljlll' p1,dnan tL'íll'r un.i 111111i111.i 
actividad t•nz1111titil<1 l·n un .in,ilis1s d1• "ºº d1ll1'Hlorl'S d,111''"''' (l;runnl'! d 11/ 

19lJ·I), .,1• L'lllllnln> un nu1•1" t1pu dl' .1!L·lll l) (ll.i111,1dP l l'J 'In J,1 d1•!1•1w11 ~111. 

carart1•rit.ddd COinll Ji l'l1 J,¡ J10'ill"IÚl1 52h 1 1\ L'l1 l.i pt1'1Cl(ll1 :-11:1 Cllll un.i <,lJ<,lllU1"l(lll 
car,\CtenstK.i l'l1 la pos1nón Hll2 (est.i 111ut.irnH1 pwdu1\' un c,11nb10 dl' gliri11<1 2t1H ,1 
arginma 2óH; esto producl' distorsiones en el s1t1u c.it,1l1t1ru, !u ljUl' co11l'iL'ril' a L'st,1 
proteína en una enzima no funcional), y se ha 'iUgl'rido qul' l'sta enzima podría ser 
la que Yosh1da habla detect.ido Yam.imotP tambiL'n reportó un ten-L'r tipo dl' ,1J,·h1 
O (O'), con de!L•rión l'll 21' l. 1· un.i sustiturnm c.ir,Kt1·n,t1t .i dl'I .1ll'lo Ji l'Pdn,111 
encontrarse ntru tipo LIL- aJ,•lo<. O. " "" 10111,1 l'l1 CUl'nt.i ill" ,1n,1Jl',is d1· J¡1J111,"n 1 
Hopk111son (1992) en el qul' dl'tl'rldn -1 product(ls dill'rl'nll'S l'll ind11·1du11, () por 
medio de clcctofurcs1s dcsndturalilanll• ,k los pmductus de l'CR del l'\!lll 
correspondiente a la 1.ona 2h 1 

4.4.2. Subtipos menores: Al, AJ, A', A"', A•I, 83, B'. Bm, B'I 
Además de los subgrupos /\ 1 o N, L'Xisten otros 'ub¡\rt1p!ls dt•biJ,., 1\ ', A'./\"'. 1· 
NI, al igual que pM,1 l'I <1lL•h1 B L'\IStL'n los ... ubgrupl" 1·11rn''P"mhcnt1•' 11'. B·. 1\1" 1· 

B•·I, aunque son menos lrl•rnentes (Yam,1moto 1995) 
Las bases qutmicas de los subgrupos han sido pow entendida. No se sabl' s1 

existe un.i diferencia cualitativa en la estructur,1 del antígeno de estos subgrupos o 
si la diferencia radica ünicamente en la actividad de las gicosiltransferasas ABO 
(Economidou el al. 1%1; Mohn el al. 1977; Kisailus y Kabat 1973). L.i clasifJCdción 
de estos sugrupos se estableció en base a tres criterios distintos. d gradc1 Ul' 
aglutinación de los eritrocitos, la presencia o ausencia dl' anticuerpos L'n 1•! suem y 
la presencia o ausencia de sustancia inmunodominante en la saliva (Y amdmoto 
1995). La teorta más aceptada es que estos subgrupos se diferl'ncian entre sí por la 
cantidad de antígeno que se detecta en la superfinc de los l'ntrucitos 

Existen estudios que indican que l.i actividad enLimMicu dl· la transfer,1s,1 A' 
es menor a la de f\I, v qul' la J¡• ntros subtipos t'S aun íllL'nur (Scarhter L'i 11/. J<JT\, 
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Ctrtrlln 1·t 11/ JlJ/H) l·I .in,1\i'" mllhul,u dl' .1lg11n"' d,· ,.,¡.,, ,u[1gnq1.,, h.1 
rnmprubad(' ljlll' algu111" dl' l'llo' 11L'ilL'l1 mulaL I< 'il''' t .ir.id1·ri'lil ,1, ljllL' .ilt•, 1,1n l.i 
actividad ent.im,íllca En t1trt1., rasns no SL' h,1 pod1du homogl'tWit.ar L'I lipl' dl' 
mutaciones dl' drLIL•rdll .il .,ubgrnpu (wmt1 l'n l'I t'dSll dL' individttllS /\' r ll') 
(Yamamutu i 'J95). bta l,111.1 dl' inlllnn.1u(111 'L' dl'hl' pnn,·ip.1lnwntl' d l,1 fWL!lll'ñ.i 
cantidad dl' 111div1duns d(• l'St11s grupos ran1' qut• 'L' h,1 a11,1li1 .. 1dll (se n•port.1 l'•lT.l 
cada subtipo o subgrupu dL' 2 d 4 individuos). 1 plir ntrd parlL'. llls d,itus h.ist,1 hui' 
obtenidos (dL• la mavur parte de los subgrup''" 1 .1ll'I"' T.Htl.,,) 'L' TL'ÍIL'TL'l1 
únicanwnte a lus do' L'\Lllll'S m,11·11res, 1· llll "L' h.111 ,111,1l11adll 1-.1mb111' L'il I"' 
extremos amino·tl'rm111<1les (Cl,1u,l•n 1994) VariantlllL'" l'n l'I codún dL· 1nirit1, l'n l.i 
secuencia de la sciial transnwmbr.indl así ninltl 1•n la region dl'I 1,11!0 y 
pnsiblcmcntl' L'I in1Cin dl'I d11min111 rnt,1ltiro pudnan si~111fic,1r cambios imp• irtantl'S 
para Id protl'ina resultantL'. l'n la dt\1loralización ll para d rnrtl' pwt1•ol!ticu 
(Paulsnn t'I 11/ 198Yr1 ) 

4.4.3. Alelos del tipo ris-AB 
Se ha caracterizad11 un grupo llatnclllo "m-AB", dl'tl•rt,1du 1·a dt>sde lus añus 7li l'll 
familias de individuos AB yue producían descendencia AB (Hun11nel l'I al. 1977). 

Estos individuos sólo puPdl'll detectars\' L'n iarnili.is l'll las qut• existe 
descendencia provmiente dL' padres ns-AB x O\' apareCl'll hijos rnn fenotipo AB 
(figura 4). Otr.is 2 posibilidades para su detección por análisis familiar sun las 
cruzas del genotipo c1s-AB/O X AO o BO, y 4ue la descendencia sea de fenotipo O 
Cualquier otrn posibilidad se rnmporta dentru dt> las opciones calculmlas para 
cualquier cruza AB con cualquiera de los 4 Íl•nolipos, por lo que no l'S posible 
detectarlo. 

Estos individuos m-AB expresan simultáneament\' antígenos A y B que están 
especificados por una sola unidad genética en un cromosoma. El término rn-AB se 
utilizó para discriminar este genotipo AB del genotipo AB ordinario en el cual dos 
alelos (A v B) están prcsentl'S en Jos cromosomas separados (lrnns). El análisis 
molecular indica que se trata dP un alelo que codifica una transferasa con actividad 
enzimática doble, tantn de A como de B, ya que los 2 casos analizados tuvieron tm.i 
sustitución similar a B en el nucleótido 80'.'.\, mientras que el resto del alelo es 
idéntico a A (Yamamoto 1•111/. 199%). 

Otro alelo con estas caracteristicas Je bifuncionalidad es el llamado BIAl; no 
se sabe cuantos alelos polimórficos con esta raracterislica pueden L'Xistir en la 
población sin haberse detectado 
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FIGURA 4. Árbol genealógico de la familia Lam/G (portadores del alelo crs-AB). 
El fenotipo fue detectado en la tercera ge1wración, resultado de la cruza AB x O 
(Hummel el al. 1977). 



J11du'11 l\lll ¡',l'l1llliJ'ill<.IU\lll •I 1111<'1 lllllll'lU/,11 lllll /.¡, il'llll«i' <Jlll' 'l' h.111 
rl'pllrtadll fl'LWnll'nwnll' (um111 Sl' dl',cribe ma~ ,1dl'i<1nll'), 1111 l'' 111"1hlc 1dl'nl1/ic,1r 
mllll•l'ul.irnw11l1· .i '"*'' 1nd1l'1du11' .i menus qul' "' utdirl' l,1 '>l'CU<'nn,Kion dl'I 
d lNi\ t'lll'l'L''>fllllldiL'llil' C.,¡ l'' J'll'1bl1· 11bll'tll'f d,\\ll' LJlll' 11\\ <'\llTL''J1lll1d,111 \'(111 l,1 
ll·nut1pi/ic,1rn1n, pt1r q1·111ph 'i un 1ndil'1dun ,., IL'n11t1pili,·,1d" ,-1\lllll 1\ll 1 lt1' 
rl'sullados dl' l.i gpnol1pifir.icinn dl'llllll'Slran ljlll' 1•s un hl'll'rnc1¡',"l11 p.ir.i A. 1•s 
pos1bll' lJlll' Sl' tr,1ll' dL' un ind11·1duu 1 is-i\ll, 1 pndn.i nins1dl·1-.1r'" l'I l lon.1r 1 

Sl'l'llL'!Ktar 'u !~L·nu111<1. ,nlllljllL' t.lhl' t.unbien l,1 pn,iblilid,1d dl' un 1•rrnr l'll l.i 
ll·11olipific,1uun J.,1 rn,1nl'r.i 111,1, 'l'gur.i dl' dell'ctar l'sh1' 1.is11' ,., u1,111d11 l.i 
hl•n•1ir1,1 dl'I ,1!l'lo 1·n torm.i, ,, '" h.11llmprob,1dll ,1tr,l\'L'S1k l''tud1\\s f,mlili,irl'' 

-tS l;FNOl ll'lfü :\Cll lN :Vil ti H L'I M\ llf'l CL'\;I' 1\1\Ll ¡_; 111.l/t\Nlltl /.¡\ 

rFCNIC1\ DI f'CR 

4.5.1. Generalidades 
L1 IL•rnic.i dL• rl'an·11l11 l'íl «.tdl'll.I d1· la politm•r.is.i (l'C. RJ lll'l'llllll' .implilil'M 
mdlt>nL'S dl' 1·en•s rl•giotws pL'lJUl'ílas del genoma, siemprl' 1· cuand" SL' mno1.c.i la 
sccul'ncia dl• ambos lados de la tl·gion dl• interl's. El mélmlo de PCR SL' b¡1s.i en l,1 
,11nplific<1cion dl' DNI\ 111 1·1/rci. c,1tah1.ada por una puli1m•r,1s<1 1·xtr,11d.i dl' 1111,1 
bacteria termofílica (pl>r lo ljlll' res1stl' alt.i.' temperaturas) ut1li1.,1ndo 2 
llligonucleólidos sintl'tirn~. l·c1da uno rnmplemcnlarin " ambas hl'br.is en los dos 
l'Xtn•mos dl' l,1 rl'giPn ,1 .1mplitir,1r; l,1 p1llimer.isa cnp1<1 l,1 SL'Clll'nri.1 dl' DN1\ l(lll' 
l'\iStl' l'ntf'l' ll\S dll' 11/if',ll11Udl•Otldll.; 

~l' romien1.i cnn pl'tllll'ñcls r<111tidades de DN1\ (gener.ilnwnll' dt• L'Xtr,Klll.' dl' 
genomas completos), 1· se .implifiu1 la región t'n fragmentos t¡llL' ptll'den ser 
visualizados mediante elcctmioresis ron alguna tinción o autorradiogrnfía. 

El DN/\ l'S amplificadu ml·diantl• cambios de tt•mperaturn que se repiten 
nclicame11tl': el primer pJsl> l'S la desnaturalización dl'I DN/\ pur un incrt•mcnto de 
temperntura (%°C) lo llUl' permite la separacicín de 1<1s cadenas cnmplenwntarias 
dt• DNA; pnstenormente hav una disminución dl· tL'lllpt•ratu1-.1 (25-h5•'C) lo cual 
permite la uniún o al111eamil'nlt> dt•I DNA n>n las dl\s sc•rnencias de 
oligonucleótidos (el exceso dl' oligonucleótidos en la reacción permite que hibridcn 
l'speclficamL·nte .1 l,1 '>l'Clll'tKi,1 dl'I DNA Je 111tt•rés); 1· finalmente hay un 
incremento de templ't«1tur<1 (72"C) en t•I cual la pnlirncrasa rnpia la st•cuencia del 
DNA (uniendo nurlt·otidos lrifosfato) dPsdl' l'i l'Xtremo ~ -llll dl' cada 
1llignnuclt~ñtidn. Estos tre' pa.;us .;e n•pitL'l1 durnnte riertll numL'f'll dl' uclus, lll que 



¡wr1111lt• un llllTt'llll'lllo L'Xf'<•Jll•nu.il l'll t•I num1•rt1 dl' <"llp1.1~ dl' 1 lf\iA, .iln·dl'dnr dl' 
lll~ 15 Licio~ 'l' .ilc,i111<1 u1i.1 nw~t·t.i l'n l,1 ljUt' w ,1n1111ul.1n 1n.1~ ll'mplado' .1· llld' 

ulignnuclel1tidos dt• IP~ t¡LJL' la cmima puedl' l'Xlt•ndl'r dur,1ntl' l'I ricln, \' el 
increnwnlll l'n l'i númL•n> dl' cop1.is st• vucil'l' linedl. 

Dt• "'t.t 111.mL·r.i, f1Mlll'lldn dl' ¡wqllt'liils rclnl1dcldl'' dt• DN1\, "' po,1bl" 
c.1rat'lt•ri1.,1r 1 ,1n,1li1.1r rl'gl<'IH'' dl' 1ntl'rt'' l'n l'I ).\l'ttt 1111>1 

4.5.2, Genotiplficación por PCR 
El análisis molecular de los genes ABO en el DNA gennmico depende dL' la 
existl'ncicl de -;itios dl' n•stricción all'ln-cspccíficos 411e se han encontrado en lcls 
Sl'cuenrns del d1N1\ de individuo' A, By O (Ya111.i11111lo l'l 11/. ICJlJOh). 

Estos sitios de n•stricciún 'l' dl'tt•ctan uti!iz,111do la reacción l'n raden,1 dl' li1 
polmwras,i (PCR) con llligonucleótidus que itmplifican n•y,1ont•<; tkl f',L'n" qul' 
contienen sitios cilraclerlsticos dt• cada .ilt•lo (figura 5). 

El DNA amplificado se corta con la enzima de restricción qul' corresponda, 
parn despu~s ,rnaliz.ir el frnf~mento l'll l'icctrnforesis, 1· se obtiene una correlación 
pL•rferta entre la prl'senna de l11s fragmentos Je restricción )' el fenotipo de la 
muestra. El mOLIPlt> ha sido rnrroborado por varios laboratorit>s utili1.ando técnicas 
similílres (Matsuki 1·111/. !lJLJ4; O Kedt• y Dobrov1r 19LJI; Olsson v Clwslt•r 19ll5; 
Stroncek 1'111/ JlJ95; Ugouoli r Wallace 1992; Chang t'I 11/ llJlJ2). Gru111wt 1· <;U 

equipo (Crurnwt l'l 11/. 1994) .inali1.aron 100 individuos tlt• distintlls Íl'notipos, 1 t'n 
gl'l1eral st' L'ncontró correlación rnn lo descrito, .iun4uL' se h.i plantcadll la 
existencia de polimorfismos en la población que no se detectan rnn este método. 
Recil'ntcmente un grupo japonés publicó la detección y rar,1ctl'rizaci(ln dl' este tip11 
de alelos rnn la técnica de S..SCP (Ogdsawara t'I 11/. 19%), con In que inicia poco a 
poco el camino hacia la caracterizacion molecular dL' los polimorfismos alélicos en 
las poblaciones. 
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FIGURA 5 Estrategia molecular para la genotipihcacwn del s1stem.1 ABl l '->t· mdKan ¡.,.., -.¡¡;, ,, dl' rc·-.rnc,·1<>1· ,,;,.¡, • 
específicos ~ue ~t' han reportado para los exones \ll \ \!Il del gen. H.:H. td ~1rnba ~t.· n1UL''.'">tr.u1 .ilguno ... tr~1~nh·11t1 ..... 
amplificados en este trabajo, indicando el nombre de lo" m1ciadores (flechas) ut1iih1<.Jo., 



11 PLANTl:AMIENTO DEL PROBLEMA 

Fn ba~l' ,1 l,1 t'l'ldl'nl ia tl'Ol'll".1 qut• pnipone rnns1der<1r dt" gl'nl'S lig.idos, ~t· pl,111tt•11 
romo pos1bilid<1d la l'XIStt•n,·1,1 dt• .ill'ios reresivos en ind1l'idu1" !\B (Sll'ndo t•stn 
1mposibll' dt• aruL•rdo con l,1 teori.1 di' Bernstt•111), 1· ful' lll'u·s.irio pl,111tl'.ir v 
dcsMrullar una estratcgi.1 l'XPL'riment.il del problem.i qui· n•solviera dt• m.1m·r.i 
sencilla esta cuestión. 

Como Sl' mencionó en la introducción, la deleril111 del gen pma la 
glicosiltransf Prnsa () en la p11sicic\n 2h 1 crea un sitio de l'L'rtinorinliL'llto par.i la 
t•nzima Kpnl Esta rararterística no~ permitiC1 buscar alL•los del tipo O (ren•sivos) 
en indil'iduos AB, y nos pL·rmiti1\, ,Hlemás, la separ,irion dL· l'Sle ,11L•lo reres1vo para 
analizar por secuenciación directa los alelos dominantes que nu son cortados ron 
esta L'l1Zima, y de esta forma evaluar si es posible la existenci,1 de individuos trans 
AB con alelos recesivos. 



111 HIPÓTESIS 

l.,1 \,1\t,1 dl' pr1•nsio11 l'l1 l.1s tonnul,1s d1· llernstc111 st· dL•lw ,1 l,1 1'\"ll'nci,1 dv dos 
g1'l1L'S lig.ido~ en L'i ~1slL·ma 1\Bl l l'(\r lo tanto, si cxistt•n dos f\<'lll'~ ligados L'llllllKL's 
se detectarán alelos rPcesivos en mdividuns AH. 

1 HIPÓTF.SISi\l.l"FRNi\ 

l...1 taita dl' prL•cisi!m en 1.is flirmul<1s de lll•rnstl'lll se debe" l,1 t•xistencia dL· .1lvlos 
del tipo <"l>·AB (n'prt'SL'ntados L'íl las nuevas fórmulas por la vari.ibl1· "s"). 



IV OBIETIVm 

1 Cl '.'JIX·\I. 

·\11<il11Jr 111lliecul.irnwnt1· l'i g1·11qui·1 t1d1!1ra ¡i.1r.1 ,.¡ gnq>t1 l1hlt1·,,111¡',t11m•t1 All() 
1·11 1nd11·1duo' l\B n>n l'i fin d\' .1pt1rt.n ,., 1dL•nc1d' q1w p1·r1111l.i11 ,., .il11.ir '' 'l' Ir.ita 
d1· d ns gvne' ligad•». 

2 l'AfUICUl.ARfS 

• lmplL'mentar l.i t(•rni(d d1• 1\ 'R r1p1rt,1d,1 p.1r,1 g1'nllt1p111r.1r lll1•b·ul.irn1vnt1· I"' 
grupos sangui111·11s (Yi1m.111111t" ,.¡ ,,¡ 1990/i, ( h,111g 1'f 11/ 1'111~. () K1•l'11· 1 

f)p1·ro1·1k llJCJ\) 

• l\nalilill" el silin 2111 n 111 L'Slds t1·rn1"" p.u.1 b1N·i1r ,1!L·l1" rL'l't ''" '" <'11 111d11· 1d tH 1' 

tipificados wnw AB 

• Implementar una 1•,tr,1tvy,1c1 'l'nrill.i qui· perm1t.i dl'moslrar 111.>IL·1·11l.1rnw111 .. l,1 

L'X 1stenri,1 dl.' indil'id11t" ''""'' :\B q11• · ,., •nteng.111 .1ft·l1" n•1 t'""," 



V MATERIAL Y MÉTODO~ 

1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFÉRICA 
Se wlectaron 2h muL·str.1s dl' sangn· pL•rifém-.1 dl' distinlll'i fenotipos, ( 15 AB. \A, 
2 BY hll), dL• dt1n.1d11rL'' dl'I < vntrn ~bliL" 'i1gl1> \XI 1 d,· .tlgun"' don.idt1i'l'' dL·I 
laborall>ri11 

1.1 FENOTIPIFICACION 
La sangrl' Sl' cldsi!JC(t nwd1,rnh· l'I metodo dl' .iglutina11011 dl' L'ritronlL1', 
utili1and" .inticul'rpm 111ont1clon.ik' .rnti-1\, ,rnti-B 1 .inti-AB dL' rati'lil (Sanllli 
l'astrur) con la ml'llllh•lllgíil s1gu1L•ntL' 
SL' prepar(1 una suspensión ,{¡o! \ al 5'\, (V!\/) dL' 'i111)\íL' 1•11 "'lurion sal111.1 
isotónicd (0.85%). SL' dL•pos1tP L'l1 tubos t'pfwnd1irt un.1 gol,1 dL•I ant1sUL'íL' 
apropiadu v Sl' ,11ic1dio un.i gut.1 dL' suspensión dl' s.ingrt' t'n cada tubo Se 
homogenl'izó la ml'zda ron un mnl'imiento de ,1git<1nón suavl' 1 SL' rentniugn 
Jurante 1 minuto a 2000 rpm El dl'pósito dt• centrifugación de cada uno dt• los 
tubos se rcsuspendió y se l'xaminó macroscóptcaml'ntL' si existía aglutinación: ,¡ 
el depósito dr centrifugación persiste se considera un rl'sultado positivo pul's 
indica la presencia del antígeno correspondientL'. Si nn persiste, el rl'sultado L's 
negativo, pues no ha sido detectad,1 la presencia dl'I anttgL'tH• nirrL''ipondientl' 

1.2 EXTRACCIÓN DEL DNA GENÓMlCO 
El rendimiento dl' DNA con esta metodología es dl' apmx. 10-10 mg de DNA por 
cada mililitro de sangre y se obtil'l1l' sin degradación (Kt•mptcr 1992) Se tomaron 
15ml de sangre y se mezclaron con 2.5 mi de ED'I A ll.5'~ó (p~ 1=7.6) para evitar su 
coagulación (no se usó heparina porque inhibe enzimas de restncción y a la Taq 
polimerasa). Se dividio la mul'stra en dos y Sl' centrifugó durante 10 minutos a 
:lOOOrpm A partir dt• aquí las muestras se traba¡aron pur separado v de lorma 
idéntica. Se tomó con una pipeta Pasteur la capa de IC'uwcitos (capa blanca) que sl' 
forma en la interfase entre el suero v los eritrocitos, sin importar ljU(' haya 
eritrocitos contaminantes. Se pasó la capa a un tul1(1 limpio v esterilizado (Corex, 
Falcan). Se agregó al tubo de 10 a 40 mi de solución RCLB (Tris pl-17.6 lllmM, 
MgCh SmM, NaCI IümM). El tubo se cubrió con parafilm y se agitó fuertemente. 
Se centrifugó durantt• 10 minutos a 1000 rpm. v se eliminó el subrenadantl', dL' 
preferencia usando vacío (es neccsano tener cuidado dt• nP elimmar la p.1stilla de 
leucocitos que queda en el fondo del tubo). Se repitil'ron los pasos dL' lavado rnn 



RCl.13 al ITil'nll' do' 1·en·' m~s. hast.i ljUl' l.i p.1,tdl,1 dv ku,·ll, Jtll' l''lu1" bl,111' .i 
Esta pílstillíl 'l' puedl' guardar por und 'l'ill.111d ,1 -2lH .. .' d,•.,pue' dl.' llls l,11·,1d''" 1 
para guardarla debe l''tar totalmcntl' Sln St• rl'Suspl'ndill l,1 fldStilla l'\1 886 mi dl' 
NaCI 5 mM ag1t,u1dt1 fut•rlL•m,·ntl' wn un,1 p1pl't.i ( ;¡\..,"n dl' 10001!1 1· s1· p.1,,1 la 
mu,•str.1,1 un tuh" l'l'l"'ndllrl 'it· ,¡gn·g" cll tubll -lh 1111 d,· <,\)<, .11lll" .. 1 't' ,1g1IP '"n 
fuL•rz.i. St• <1grl'g.iro11 \OH llll dl' NaCI s<1tur.id11 .il tub1' 1 'l' agilll Ptr.i \'l'/ d tuli11 
(estas agitaci01ws Sll\1 m•rcs,irias e impurtantes). 'w cl'lltrifugn l'I tubu 10 minutos" 
15krpm y Sl' tomó el sobrenadante para realizor ron él 2 l'xtr.icciones fcmílira' 
(25:24·1 fenol:clornformu:isoamilico). El DNA Sl' precipitó wn l volumen dl' 
isoprop.uml o 2 l'lllúml'lll'' dl' l'lanol (1111 l's nl'l'l'SMÍt• .igregar '.il l'll l,1 
precipitación) 

IJCUi\NTIFIL'ACIL)N DEL DNA 
Se prcparararon diluciones de las muestr,1s de DNA u olig11nurleot1dus 
(generalmente l :100, aunque dependla de la cantidad de muestra que había). Se 
hicieron 2 mediciones por espc1trofotumetrl<1 dl' e.ida muestra a 260 y 280 nm. 
Una densidad óptica equivalente ,¡ 1 a 260 nm córrespondl' .iproximadaml'ntt• ,1 
(Maniatis et 11/. 82): 
50 11g/ mi de DN i\ de doble cadena. 
4011g/ml de DNA de cadena sencilla y RNA. 
Se obtuvo la relación entre ambas lecturas (260/ 280), lo qm· provee una 
estimación de la pureza de los c'1cidos nucleicos. Las preparaciones puras de DN A 
y RNA tienen una relación entre sus densidades ópticas 260/280 de 1.8 y 2.0 
respectivamente. Si hay contaminación rnn proteínas o fenol la relación ser,'i 
significativamente menor que los valores antPnores v no puede hacerse una 
cuantificación exacta. 
Se analizó también la concentración y calidad del DNA en geles de agarosa al 
1 %, teñidos con bromuro de etidio (0.5 11g/ mi). 

2. AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DEL GEN ABO MEDIANTE EL 
MÉTODO DE PCR 
Todos los oligonucleótidos utilizados en las reacciones en cadena dl' la 
polimerasa (PCR) fueron sintetizados por la Unidad de Análisis de Aminoácidos 
y Slntesis dl' Oligonucil•ótidos del Instituto de lnl'estigariones Biumédiras. 



2.1 ESTANDARIZACIC'lN [)!' l.A n:cNICA rn~ l'CR 
l,,1s condicillnL•s rl'pnrtadas en llls artículos nll 'lempr<' .;on J,b npt1111,1,, v.i ljllt' 
esta térnir,1 es muy sensihll' \' dl'pendt• de un,1 gr,m t"rntid.id dl' 1·M1<1bb, por In 
LjUL' l'S 11L'Cl'SMin ljlll' l'l1 c,1d.1 labllr,lll11'il1 '>l' l'!it.111ddl'1Cl'll l,1<, 1·11ndinPllL'' dl' 
amplificdci1\11 
Las condirio1ws iniciales LJUl' SL' u tilizartln f'M.1 l.i t•st<1nd,1r11,iciJ111 '1111 l,1, 
siguientes (Rolfs el al. 1CJ92): 1 unidad Je Taqu l'olinwrnsa v su buifer 
correspondiente, 100 a 200 ~1M dNTPs, 0.5 pM tk nligllnud1•ótidns, 100 a 500 ng 
de DNA v de 0.5 a SmM para enrnnlrar d óptimll dl' nMgm•si11. 

2.2 AMPLIFICAClllN DEL. SITIO 2hl 

2.2.1 Amplificación estándar 
Se utilizaron los oligonucleótidos reportados por O KeelL' 1· Donovik (l l Kecll' 1· 

Dovrovik 1993). 
Con estos nligonudeótidos Sl' obtuvo un <1rnpliticarinn más l'fkil'ntc, pllr ill LJUL' 
no fue necesario utilizar marca radioactiva. 
A01 S'-TGACACCCTGGAAGGATGTCCTCGT-1 (Situ<1dll enlrl' las bases 211 a 
255 dt' la cadt'na senlidP del l'Xón VI). 
A02 s·-TGAACfGCTCGTl'GAGGATGT-.'\ (Situad11 l'nttl' las bases 280" .101 de 
la cadena antisentidll en L'I exón VI del gen). 
Ambos amplifican un fragmento de 99 ó 100 pares de bases, que contiene el sitio 
261 del exón VI del gen. En el caso de los alelos O Sl' obtiene una banda de 70 pb 
al digerir este frngmento con la enzima Kpnl. 
El DNA (de 100 a 500 ng dependiendo dL• la calidad de l.i muestra) fue 
amplificado en 50 ~11 de una solución que contiene 1.5 mM de MgCli, 25 pmoles 
de cada oligonucleótido para una concentración final de 0.5 ~1M, 200µM de 
dideoxinucleótidos dATP. dGTP, dCfP y dTTP (Giben BRL), 1 unidad de Tal¡ 
polimcrasa (Pelquin Elmer Cetus) y su buffer correspondiente. Se utilizó el 
termociclador Gene Amp PCR System %00 (Perkin Elmer Cetus) ron una 
desnaturalización inicial de 5minutos ("Hot Start"), seguida de ,15 ciclos de 
reacción: desnahtralización a 94 " por 24 segundos, alineamiento a 60° por 30 
segundos v extensión .i 72" por 1 minuto v 50 segundos, con una extensión final 
de 72" por 2 mmutns Lis muestras Sl' gu<trdarun d -20•· ( para su análisi~ 

posterior. 



2.2.2 Amplifimi6n con marca radioactiva 
Para 1''>1<" en,<11·,,~ "' utili1,1wn 111~ olignnud1·\\t1d'" n·p11rt<1d"' p11r l h.rng 1 

rnl<1b11r.idon·' (Ch,111¡~ ti 111 1'14~) 

INX40 5 -!\:\ lt;f"U. i\l Al;·¡( .\l .I CIHLl-1 (ub1c,1d11 dl'I 11ud''"l1d11 ·11 ,11 110 

dl'l ,1nt1~l'nt1do 1•111·l 1ntn•n 1 dl'i ¡•,1·11) 
rDNl\211 :i .( ·:\C\L ICl "\:\( ,\, '\ 1 t, l l< 1' · 1 ( ub1«1dt1 "1' 111, 11111 lt•1•t1d1" .' \ \ 
a 252 dt· l<1 ,·,1d1'!l.t 'L•nt1d" ,Jt.l "\n11 ti) 

Amhns oligonurlent1dn~ ampht 1c<111 un lr,1)',i1ll'l1lP dv l lJll '' 2110 p.1r1'' <k b,N'' 

qut• c.mlient l'i sitio 2hl dl'l 1·xrn1 \'l. En l'i c.1sn d1· un ,1kl11 \ l ,,. obt1t·m· 111t.1 

banda dl' 171 pMcs dt· bast' al digerir t•,\t' lragnwnto rnn l.i L'll/1111.1 Kpnl 
U 1 ll\ :\ (dl' lllll ,1 j1111 ng) tui· ,1mphlic,1d!l l'n '.ill ¡i! ,¡.. un.1 .,\lluunn '\\\\' '1111\11·111· 
1 5 m1'1 dt• MgCL 125¡1M dt· d1dt•11\1nudc1'lt1dos ¡d1\ l'I', dl, l'l' 1 dTrP n dCll'. 
dGTI' y dTl'P) dt>pendll'mlo del nucleótid1111lt1rc,1d11 qui·'"' utiliu•), l¡1l t1d1•11. l''­
dATP o u rm d(l'P (l\merslMm), ll.5 ¡1M dt' ulig1mucl1•11t1,h (l\i\~ll 1· d1N:\2T\ 1 

1 unidcld dt' Taq poliml'r.1sa (Pelk1n Ehncr Cetus) 1 .;u bulli•r t tim•.;pundil•ntc El 
DNA SL' ,1mplificú en un termo11dild11r dt> PCR (l;t•n Amp l'CR '->1·stem %1lll 
Perk1n-Elmer) utih;,mdu el 1m'tod" dl' ct•ra dt• p.1r,1lin,1 (. \111¡1/1\ \'111 '·· 1'1 '/\,"'lit' 

Pdkm Elmer Ct•tus #NHllX-lllrnl) para t•vit.ir ,1111liflc.icinnL'S lllL''>Pl'rttll ,\> l.<1 
sDluc11111 s1• sometit1 ti 25 \lrl11' de inrnbaci\1n 'Ji f~1-.1d11., P"r 1 m111ut"' p.ir.1 
desnatur,11izar la dnblt• 1.1den,1 de D~A SK f\rildos pPr 2 111111uh1<; ¡1,1r,1 .1\i1w,11 h" 
oligonurlct\tidos 1· 72 gr.ido' pur \ mim1to; para 1.i 1'\\1'11~11111 dl' l,1, «ld1·n,1s \,,, 
mucstrns se guanl<1ro11 "-21}• l p.ir.1 su ,m.ilis1s pustl'rn1r 

2.1 AMPI .IFIC ACl<'lt\ llFL 'il 110 7!l' 
Sr utili!.Mon Ju, 11ligunud1·útid1" rq1nrt,1do; por \ ,1111,1rn11tP 1 l l.tkt1mon 
(Yam.unoto Y HakPnK1ri llJ'Jtl) 

Fv 2LJ :i -l'GlTCTCCI !\!\:\ .\l \ .Al\C-1 (1ii111,1d1• t'\\ l,1 ,·,1d1'll<1 .111t1,1·nt1d11 di•I 
úllimo 1ntrt'ln del f\l'l1) 

Fv--17 5 -IU."TCC.!\i._;c1cu .n;cc1 Al.\ (t1bit',1d" 1•11 1,1, b,N, 'íl2 a 31 l de la 
cad1'11.1 sentid11 del c\Pn VII) 
Eslos nligun1Kh·ótidn-; .impl1t11,l!l 1111 tr,1gnw11h1 dt· 1121 pMt'" dl' b,,,,., ,¡u1· 
rnntil·nt· d .;iti" 7tn dl'l 1•\1111 VII del gen Ln ,.,k ,,•g111111t\l dl'i f\l'IW '''l\lt•n 
varios s1l!11s Hp,1 ll <ltlt•1n.\s dt'I C<Jr<1cteristiw dl' lo~ .lll'it•' :\ 1'11r t''il,1 r,111111 d 
fragtnl'llh1 nbll'nid,, por J'( 'R 'l' digll'rl' 1•11 1·,1n,1s fl\'d,111" (111dt'pl'nd11·n\l'll\\'l1\l' 

Je\ g\•nollp11 dt• l,1 mtw~trn). t'l1tndt1s 111~ t •l'P' ,lc•b1· d"'ªP.tr1'ct'r l'i lrar,nwnl• 1 dl' 

021 pr v 'L' ubti1·m· una b,mda dt• \()lJ pan'' de b,1"''· 111 qu1· sir1·,. C\lll\0 1nd1Cadllf 



dl' lllh\ d1gl''>llt1l1 l'lll11J1il'l,\ '-,¡ l'\i,lt• d Slllll i ip.tli L'll t·I l\lll itot1!1d11 7(11 
c,ir.irlL'nsl1ni dL• ¡,,, <1IL'it1' 1\. L'I> d g1·I .1p.itL0n·r.1 un.i h.111d.t dL· IHH J'dl"L'S di' 
bases; si l'Sll' 'it111 nu L''>la píL''>L'lllL' L'll 1<1 mm·,tr.i ,m,11i:.1d.1, w oblL'llLlr.i un.i 
band,1 dl' 205 pan•s dL· b,1sL's que nt1 tul' digt•rida pur l'sla L'l1/111hl 
l·I DNA (dL· 100 ,1 )1111 n~\) illt' .11npl1!1t.1dt1 en 5ll ¡ti dL' un,1'>llit1l1t1n qui· 111nllL'lll' 
1.5 mM dl' MgCI,, 25 prrnill's dL• cada l•ligonucleóildl• p.ira una nmcentr.irn1n !mal 
de 0.5 ¡¡M, 2llOitM de dideoxinuclcótidos dl\TP, dGI P. dCll' y dTl"f' (Gilxu BRL), 
1 unidad de l'alj polimcrasa (l'elquin Elim•r Cetus) v su hullt•r rnmspondientl' 1· l,1 
reacción Sl' sometió a 28 cirios: dL•sna turali1ación ,1 t.J·I" por 30 sl'gu ndos, 
alineamiento a 57" por 30 segundos y l'Xiensión a 72" pur 211 sl'gundos, rnn u11.1 
extensión final dl' 72 .. por 7 111inut11s Las muestr.is Sl' gu;ml,iron <l -20" e pilra su 
<1níllisis posll•rior 

3. GENOTil'IFICACIÓN 

11 DIGESTIÓN DE WS FRAl;MFN IUSCON EN/IMJ\':i llE Rl·.SlRICCJl)N 
En 30 ~ti totales Je rearciún se utilizamn de 15 a 30 pi dt• la rearrión dl· PCR qul' 
rnntiem· el fr.ignwnto a digerir (sin 111nguna prt•parnrn•n pn·1·ia), el buf!L•r 
correspondiente v 4 unidadl'S dl' l,1 cn1i111a Kpnl (Aml'rsham) o l.1 L•mim.1 Hpa 11 
(Gibco BRL), según SL'a L'i caso. 
En todos los ensayos de restricción con Kpnl se utilizó cumo contwl a un 
individuo fenotipificado como O para asegurar la Jigestion completa de los 
alelos lJUC contengan el sitio de restricción corrcspondicntl'. Sl' dejó la rcatYión 
por 1 hom ,1 '.\7"C. v se utilizarnn los 15 ó ~O iil dL• \¡¡ rmrción p.ira correrlos t'n 
gel de acrilamida al 6%. 
Este mismo procedimiento se utilizó para todas l<1s amplificaciorws 
No es necesaria ninguna preparación prt>via del producto amplihrndo pnr PCR yn 
que en la reacción de PCR se utiliz.in conccntrac1ones tan b.ij.is LlL' Gales l]Ul' no 
afectan las reacciones de restricción (Rolfs et al. 1992). 

3.2 GEl.FS DE ACRILAMIDA 
Para visualizar los productos de PCR y los de digestión se prepararon IO mi de 
acrilamiJa 6% en TBE1X (0.089M Tris-base, 0.089M de ;leido bórico v 0.002M dl' 
EDTA) a los l¡ue se añadieron 40 ~ti dL· TMED (Biorad) y 120 µI de l'crsulfato dl' 
Amonio al 10% pma polimerizarla. Se pasó rápidamente la acrilamida sobn• un 
vidrio dl' 7.5cm x 5cm al cual ~t· k· colocó un peine sostenido por pinzas (la 

1(1 



dist.inti.i L'lllrl' d l'L'llll' 1· l'I 11dnt1 'L'r,i .ipn>\im.id.inll'ntl' l'I ¡',r"'Llr dl' un.i h111.i dl' 
papel). IA1 ,\L nl,urnd.i nll 'l' dl'rr,1111<1 dd11lh1 ,1 l.i tL·1i-1nn supL'rl111,d qul' ~l·m·r,1 l'I 
liquido Se de¡o pol111wm.ar ) Sl' coit>l:ó el gl•I l'll llll· 1 ' L'il l,1 l"lrn.11"1 dl' 
dectrofon•,is. Se r.irg,1rnn J,1s 1111lt'~tr,1s dL' DNt\ l'll In' pL>!O' ,111<1dil·ndL1 pm r,1d.i 
muestrc1 dl' 1 "21il dl' n1lora11ll' i11d1l.1dur dL' comd.1 (.J111l t!1• hr1111111IL'l1t'! !!112" .. , 
xilt•ncianol 0.02";, 1· Chrerol 50'\,¡ l'.ir,1 l,1s lllUL'str,1s dl' '\ti pi sl' utiliz,iron po!.L" 
grandt•s. Se corriL\ t•n todos los casos un marcador dl' pt'SL' mnlL•rular (l.iddt•r IOOpb 
Gibco lll~I .) par.1 dt•tPrminar l'I tani.1ño dl' las band.is l'ar,1ll'!1irl'i1wl st' sunwrgiL\ 
éste por 15 minutc1s t'n una solurn'111 dt• bromuru dt• l'l1d1t1 ll.211y,/1111 
El mismo prncedinuentu pul'dl' utilitdrst' con Hll mi dl' sL1lt1r1P11 dL' .ic nl,11111d.1 
(para polimerizarla se utilizan 6110 pi dL' ¡wrsultato de dlllPJÚLl di ]()",, 1· HO ¡d de 
TEMED) L'n un vidrio dt• 15cm x 20 cm. 
Las band<1s de DNA se risualizaron en un transiluminador dt• lui ultral'ioll'la de 
onda corta. Cuando se corrieron productos radiuactil'Lls el gel se seco 1· Sl' somdio 
a autorradiograffa. 

4. SECUENCIACIÓN DE PRODUCTOS DE PCH EN EL EXÓN VI 

4.1 OBTENCIÓN DE FRAGMENTOS. 
Los 30 ¡ti de la Jigt>stión con Kpnl se corrieron pur un.1 hor.1 L'll un gel de agarnsc1 
de bajo punto de fusión al 2% en TBE 1x con 1 ¡1g dl· Bromuro dl' etidio por cada 10 
mi y se corrió además un marcador de peso molecular (ladder lOOpb Gibco BRI .). 
Las bandas de DNA st• visuali7.aron en un transiluminadnr dt' luz ultravioleta dt> 
onda larga para no dallar el DN A. Se rnrtó con un bisturi J,1 band<l de 100 pares dl' 
bases que no ha sido digerida por la enzima Kpnl y st• puso el fragmento en un 
eppendorf dl' l .Sml. Se calentó este tubo a 65-68 grados para derretir la agarosa; ~L' 
aforó a 450 pi con agua desioniuda y estéril v Sl' le agregó 1 ¡1g de tRNA. Se 
añadió un volumen de Fenol (450 ¡ti). Es importante que el fenol esté a temperntura 
ambiente para extraer la mayor cantidad posible de agarosa. Se dejó a 65 grados 
por 30 segundos y se agitó fuertemente. Se centrifugó durante lminutos a '14 000 
rpm; se rernperó el sobrenadantt' en oh·o tubo cppendort v se reali7.aron 2 
limpiezas rnn 1 l'olumen de rloroformo:isoamíliw 24:1 (450 ¡Ji); se agito 
fuertemcntl' con Vortex y se centrifugó otra l'l'Z duranh· lminutos ,¡ 14000rpm El 
sobrenadantc se dividió en dos tubos t•ppendorf dt• l .5ml. Se agregÍl a cada tubo 1 
volumen de acetato de amonio 75 .M (225 ¡Ji) y 2 1/i volúmenes ,Jp etanol absoluto 
(562.5 ¡il) y se dejó precipitar l'i DNA por 15 minutos t'll hielo seco 



Se Cl'ntrifug1i dur.inh' S111inufl1> a l·lllllOrpm \' l.1 p.istdl.i d1• llf\!\ ,,. J,m1?. l'L'rt'' 

con l'lanol ,11 70'\, l l<1v <jUl' rl'ntrilugar dt•spt1l'> dl' t.1d.1 l,11,1d" purqul' l.i 11.i,tdl,1 
es muy pequt•ñ.i v puedl' dcspn•ndl'rsl' del fondo St• ,1L•¡(11•I tubtJ ,1b1l'rt11 ha>t.i qu<' 
se evaporó l'l l't,rnol, \' Sl' resuspl'ndi(l Ja pastilla l'll 20 ¡il d,• ,1gu.i 
St• cuantificó la rcintidad dl' DN ¡\ obtl'nid!l con l'l ml'lodo 1·.i 1brrit" 

4.2SEC'UENCIACIÓN DIRECIA DE PRAGMEN'J()S 11F l'l R 
En cada uno dl' los pasos es importcintt• homogl'nci1..ir todP 111 qul' "' utilicL' l'ar.i 
esta reacción Sl' util11.ú l'i Kit dl' st•rnt•1ici.inón d1• pnidutt"' dl' l'L•rkin Flnll'r 
(AmpliCvclt• se4uencing Kit NHOH-0175) 
En 10 111 se diluyeron de 50 a 100 n¡; del alel11 dom1n.int<' ,, "'L'li1'1Kiar ¡untt1ron11ll 
pmoles del oligonucll'ótido AOI (diluir de prl'Íl'renri,1 nin .i¡;ti.1 estéril 1· 

desionizada); la muestra se desnaturalizó durante 2 minutos a 96 grclllos en un 
tubo eppendorf cl'rrado. En utro tubo se mezclaron en 10 111 totales ("mix"): los lll 
¡11 que se dcsnatur.ilizarc1n t'n l'i paso antt•rior,, 1 U dl' Taqu Polimt•rasa (Pclkin 
Elmer), .¡¡JI dl'I bulft•r n1m•spond1l'ntt• .il Kit 1· 2 ¡1Cu di> u J": dr\ 11' o u I"' dC 11' 
(Amersham). 
En 4 tubos diferentes para l'CR (perk111 elmer) mcUcados A, C, C 11 1 se agn•garon 2 
¡ti de la solución con dideoxinuclcótidos que correspond,rn, v .l rndn tubo se ll' 
añadieron 6 ¡ti Lkl "mix" El fragmento se secucncié1 en un tt•nnocicl,lllor (modelo 
9600, l'elkin Eln1l'r) con una <il>snaturalización inicial .i % grc1dos durantl' 
3minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a lJ6 grndos por 10 segundo;, 
alineamiento a 55 grados por 10 segundos \' extensit\n d n gr.idos por 1() 
segundos Al terminar la reacción, SL' agregó a cada tubl' ·l 1d dt• solunón STOP del 
Kit. 

4.3 GEL DE SECUENCIA 
Se preparó un gel de secuencia rnn una solución dt• acrilcJmida-bisacrilamida al 8'\, 
con urea 7M en TBE lx. El gel se prccnrrió por 20 a .i5minutos a 1800 volts, en un 
rango de 50 a 75 Watts. 
Las muestras se desnaturalizaron por 1 mmutos t'n el ter11111rid,1dor Se rurrit•ron _1 
¡ti de cada reacción por l hora en el orden: A, G, C, T El gel se seca 1· se somete a 
autorradiograffa. 



VI RESULTADOS 

l. OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE SANGRE 
Las muestras dL· s,mgrc perilrrica se procesaron rumo se lbcribl' en miltl'riall's .v 
métodos pard la extracción v cuantific.tción del DNA Se colectaron principalmentl' 
aquellas mucstm que fueron fenotipificmlas como AB, con el lin dl' ,malit.ar en ellas 
la posible existencia de alelos recesivos. De las 26 muestras colectadas se obtuvieron 
15 individuos AH, 1 individuos A, 2 individuos B v 6 O 

2. ESTANDARIZACIÓN DE LA TÉCNICA DE PCH 
Se probaron distintas mnJ1cinnes de reacción para la ,1mplrlil'ílr1ún dt· .il¡r,unos ~itios 
del gen, hasta nbtcnl'l' la banda dl'i tama1io esperado 

Se muestra un ejemplo del proceso de estandariz,ición de 1,1 técnica de PCR en el 
sitio 703, en el que se utilizan distintas concentraciones de cloruro de magnesio en la 
reacción hasta encontrar la concentración en la que se obtiene un número menor de 
bandas inespecfficas (2 mM). Se probaron otras concentrnciones de enzima, 
nucleótidos y de oligonucleótidos, sin lograr desaparecer las bandas incspcclficas 
(datos no mostrados). En el primer carril puede verse una reílcción amplificada en un 
número menor de ciclos (los últimos carriles se sometieron a 15 ciclos, el primero a 
28) en el que se aumentó la concentración de nucieMidos, con lo que se logra que la 
bandíl incspecffica desapmczca. En estas condiciones Sl' efectuaron las reacciorws de 
amplificación para este sitio (descritas en materiales v métodos). 
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FIGURA l. Estandarización de la técnica de PCR en el exó11 VIL En Jos carriles 3 
al 6 se utilizó una concentración final de 250 µM de dioxinucleótidos (dNTPs) v 
distintas concentraciones de cloruro de magnesio (MgCl) de 4mM, JmM, 2mM y 
lmM respectivamente. Los carriles l v 2 corresponden a la misma reacción (2mM 
MgCJ y 500 mM dNTPs) sometida a distintos ciclos (35 para el carril 2, y 28 para 
el carril 1 ). "" 



l MÍ:TODOS DE AMl'LIFIC ACléJN POR PCR 

J l l l'C Nll'A'i l't\Ri\ l·I. Sllll l lhl 
St.· ampl1fini por l'CR el DNA gcnomico de 15 individuos lenntipificados como AB, 
induidos en 2 casos el sus fomilias (tal como se describe en nlíltl'íiales y métodos) y se 
ohtuvieron frugrmontos qut• cnntit•nen el sitio 261 dl'I gen dl•I grupo histo-sanguínco 
¡\ Jl(l Sl' ulili1.uon dos técnica' con dos pares dl' oligonudeotidos diferentes 
(desnitos t•n 111<1tl'riclil-s 1· mi'todos); ambos flanquean l'i sitio 2í1l. Esta pnsiciún en 
los alLfos Ll SL' t«trcldL·n1.i p11r una dl'lccion qut• crm un sitio dl· rL•slrircinn para la 
enzima Kpnl, lo cu.ti nos pcrmit10 buscar alelos O en lus individuos AB que se 
cln.ilizaron. 

Los dos métodos utilizadl1S para amplificar el sitio 261 por l'CR arrojaron 
resultados similart·~- En ambos métodos se obtuvo la baml.i esperada según lo 
reportado: ILJlJ-200 p.m·s dt• b.tses para los oligonuclcotidos INX40 y cDNA 333 
(Ch.ing l'I 11/ 1992) \' dl' l!LJ-100 pan·s de bast's para los oligonuclL'<\tidos AOl y A02 
(OKedl' v Dul'ro1·1k llJlJ~). nimo puede versl' l'n las figur,1' 2 1· 1, lo que indiC<t una 
<1111plificadún cspt•cif11:cl del t•xón VI que wntiene el sitio 2ol qul' llº' intl•rt•s¡1 

No Sl' uttl1zaron los oligonucle6tidos que para esta región propont• Yamamoto 
(Yamamoto l'I al. 1990/!) ya que se ubican en regiones dC' los intrones que no están 
reportad,1s, además de la inrn111•t•11il•ncia de visualiz.ir los fragmentos con Southern 
Blotl. 

El primer par de oligonucll'ótidos que se utilizo tiene l.i dt•sventaja del marcaje 
con fósforo radioactivo, y la renl.ija sobre la técnica report,1d,1 por Yamamoto, de 
que ahom los pasos del Southern Blott, haciendo la amplificación, la digestión y el 
,málisis del fragmento directamente, como se describe en materiales y métodos. Con 
el segundo par de oligonucleótidos se obtuvo una mejor amplificación y no fue 
necesario utilizar marcaje radioactivo para visualizar los alelos recesivos rortados 
con Kpnl, por lo qut' la mavor parte de las gcnntipificacioncs Sl' hicit•ron ron t•sta 
segunda técnica. 



Al digerir nin J,1 en1.11n.i Kpnl el produrtll dl• PCR obtl'n1do por los dt'' 
métodos, fue posible la detl'crión en gel del aleln recesivo O, rnmo puede verse en 
todas las restricciones de individuos fcnotipificados cnmo O (figuras 2, 3 y 5): en las 
figuras se observa una banda de menor tarnai\o para lns oligos INX40 y cDNA y dr 
70 pb parn A01/ A02, In que indica la restricción completa del frngml'l1to en el sitio 
261. Cuando se obtiene esta banda signific<l que la enzima hc1 cortado en el sitio de 
restricción caracterlstico de algunos all'ins O. Fstas digestirnws sirvieron rornll 
controles de restricción: si la restricción de estas muestras es nimplcta, signific,1 que 
la enzima funcionó de manera correcta. 

En todos los individuos analizados que fueron fcnotipificadns como O se 
obtuvo el corte completo del fragmento amplificado por PCR, por lo que no se 
detectaron individuos del tipo 02. 

Se muestran además otros fenotipos A o B en los que se detectaron alelos 
recesivos (figuras 2 y 3) al obtener las bandas de menor tamaño ya descritas, y como 
era de esperarse se obtienen fragmentos que no son cortados; estos alelos (A o B) 
corresponden a las bandas de 100 ó 200 pares de bases t¡UI.' no tienen este sitio de 
restricción para Kpnl. Todos los individuos A o B anñlizados en estl' sitio resultaron 
portadores de un alelo con deleción en 261. 
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FIGURA 2 i\utnrr,1diogr.1fia de l,1 rl:'accion PCR con IPs olignnul'ieútidns 1nX·lll v 
cDNAJB (wn (+)y sin(-) Kpnl) 
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FIGUf~A 1 Amplificación dt• distintos fenotipos con(+) 1· sin(-) Kpnl utilizando 
los oligonucleótidos AOl / i\02. 
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'.\2 ANALISIS DE INDIVl!lUOS ABEN El. 511lll2hl. 

3.2.1. Casos con análisis familiar 
Sl· realizó un estudio fomilidf en do' de lns 15 c,1sos AB (l1gur.i 4 11 1 I') 

En las dos familias, los padres fueron fonotipificados rnmo A um1 v 11 el otro. 
Todos los padres analizados resultaron portadores de un alelo rcccsivo (los 
individuos de cada familia se indican l'n la figura). En la primer,1 fomilia (figur.i 4a) 
es muv claro o\nw los hermanos dl'I individuo AB heredan los alelos O de ,11nhlls 
padrl's. En ningum1 Jl' cst11s dos e,,,,,, ¡\fl se cncont,1ron c1ldo' rcn·s11 '" 
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FIGURA 4. Análisis familiares en el sitio 261. En todos los l"<lrrilcs se mucstrn el 
producto de la digestión con la enzima Kpnl. 
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3.2.2. Casos aislados 
De las 15 mucstrn~ AB se obtuvo corlc parcial s11ll> L'l1 un «m> (li¡\ur.i 5. «1rnl 2) Est<' 
caso podrii\ SL'r da1·c ~¡ pmlicrn probarsc qt1<' p1•M·~ lns dns .111>\ns, tanto A, rnm11 ll. 
además del aldo O que se detectó con este ensayo. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 3 14 

~'1~!!¡ ; 
'. 'l¡i"f~·' :· 'é\; .... t' 
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FIGURA 5. Análisis del sitio 261 en individuos AB. En todos los carriles se 
muestra la digestión con la enzima Kpnl. 



3.2.3. Secucnciación de alelos dominantes 
Se diseí'tó la l'slrntegia Jt• scp,1rar en gt•I de agarosa los ail'lo' domina1111·~ qui· no h,111 
sido cortados de .it.¡uellos alelos reccsivos t.¡ue si Sl' cortc1rc111 rnn lc1 t•n1.i111a Kpnl. Una 
vez separados, la banda de mayor tamaño (aldos dominantes) se purifici'l y Sl' 

serucnció con el Kit de scruenciélción de productos de PCR (Pcrkin Elmer). Esta 
técnica se aplicó al individuo AB que posee un alelo rcccsivo, a un individuo l\B <IUl' 

no presentó ningun corte, y a un individuo B heterorigoto. 

Al utiliz¡¡r esta técnica se demostró que con elfo es posibk· dctl'Clilr los dos 
alelos A, y B, como en el caso del individuo AB en el que no se obtuvo corte con la 
enzima Kpnl (figura 611). La secuencia de ambos alelos ¡¡parece romo una banda 
dobk• que indica la presencia de adenina en el sitio 297, caracterfstirn de los .ilelos A, 
y dt• guanin,1 en este mismo sitio, rnracterfstic,1 dt' los alelos B. según lo reportado 
(Yamamoto el 11/. 1990/1). En el caso del individuo B (figura 6/1), la secuencia cnincidc 
con la reportada en el sitio 297 parn los alelos B. 

La secuenriadón de los alelos dominantes dl'I individuo fcnotipificadu rnmo 
AB, en el que se encontaron alelos recesivos, Lkmostró t¡ue no Sl' trata dt• un 
individuo tr1111s-AB como se rspernba (Figura 6c), sino que el individuo posee un 
alelo similar a los alelos A en Ja posición 297. 

Esta técnica tiene Ja ventaja de que es un método rápido y sencillo en el L¡ue no 
es necesaria la clonación dd fragmento, y puede utilizarse para el análisis de alelos 
dominantes en esta región del exón VI. 
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rlGURA 6 Secuenci,irion en L'I sitio 2CJ7 (fh·ha) dl'l L•xón VI en un individuo AB 
(a), en uno B (b) ven L'l 1ndirniuo Al.len el L(llL' SL' obtul'o wrtt• Clln Kpnl (r). 



'\.J lffGK)N 7m 
El indil'idt111 Ali, ,ti qul' ,,. k l'll<nnlr,m•n ,11,·lo' íl'l\''11·,i-, lu<' l1p111,·,1do ,11111" :\ L'll 
esta posición como pul'dL' versl' L'll l,1 iigur.i 7, carril ·l. qul' 11llll'~l1"<1 la di¡\L'Sli11n nin 
Hpall de los fragmt'nlos ,1mplificados en la rl'gi(m 7tn Sl' nbst'rv.i un solu 
fragmento de 188 pares de bases, lo que indica la presencia del sitiu dt• wstricción 
para Hpall, caracter!stico de los alelos A. Este sitio SL' utilizó de apoyo para los 
datos, como un método para tipificar con mavnr cl'rlL'Zcl d genotipo de este 
individuo en otra zona dL•I gen, de acuerdo con los reportes de genotipificación 
publicados (Yamamoln el al. 1990/1). 

Es importante señalar que la reacción de PCR ampliiic,1 todos los alelos 
presentes; en este caso sabemos que existe un alelo O para este individuo, 
detectado en el análisis del sitio 261, y con esta información pudemos afirmnr que 
este alelo O en el sitio 703 posee una guanina. Para d otro alelo sabemos que en 
este sitio también posee una guanina, por la digestión total dl' la muestra, y en el . 
sitio 297 posee una ,1dcnina. Si se hubiera obtenido una digl'slión parcial para la 
muestra, indicando la presencia de adenina (caractcristirn dl' los aldos B), además 
de la guanina caracterlstica de los alelos A, no se podrla afirmar con certeza a cuál 
de los alelos corresponde cada sitio; las estrategias para lograr diferenciar uno u 
otro se comentarán en la discusión de resultados . 

La restricción fue completa ya que se obtuvo, en todos los casos, la banda de 
300 pares de bases esperada, como se describe en materiales y métodos. Se analizó 
además a un individuo fenotipificado como O, a uno como Av a otro como B, y en 
todos los casos se encontró correlación entre el fonotipn \' la genotipificación 
molecular de este sitio (figura 7, carriles 1, 2, ~y 5). 
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FIGURA 7. Análisis por PCR del sitio 7ll:'i. En todos los carriles se muestrn la 
digestión con la enzima Hpall. 



VII DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

1. LA TÉCNICA DE PCR Y SUS APLICACIONES 

1 1 i\l'l .IC ACION ES DEI. M[:TODO DE SECUF.NCl/\Clt">N 
Una deswntaja del método dl' PCR ruando se trabaja rnn gL'llL'S polimi1rtiros L'~ l,1 
dificultad para distinguir un alelo del otro al analizar los fragmentns nbtcnidos dl· 
la ,1mplificación. 

En esta tesis SL' propone un método de separación de alelos para su 
caracterización por sccuencianón en el cxón VI. Esto permite detcctm 
polimorfismos en esta región, y c,m1ctcrizarlos a nivel poblacional. La desventaja 
principal del método propuesto es que no funciona para la caracterización del alelo 
completo, y ése ha sido uno de los problemas principales a los que se han 
enfrentado los investigadores del área molecular del sistema ABO. 

Para los sitios caracterlsticos de cada alelo en otros exones, diferentes al exón 
VI, no es posible utilizar la estrategia dr secuenciación plantmda en esta tesis, ya 
que es imposible distinguir a que alelo pertenecen los fragmentos amplificados por 
PCR. Recordemos que la manera de distinguir entre un alelo dominante y uno 
recesivo es por medio del análisis del sitio 261 (en el cxón VI) que tiene la dcleción 
(y esto únicamente para los casos de los alelos tipo O que tengan este sitio), y lo 
que se ha reportado es que el alelo tipo O más comün en la población es el que 
tiene una secuencia (a excepción de esta deleción) idéntica al alelo A, por lo que no 
existe otro sitio caracterlstico de estos alelos recesivos que se localice en el exón Vil 
( que contiene codificada la mayor parte de la protc!na). La (mica manera de 
asegurar que estos sitios del exón Vil corresponden a uno o al otro alelo, es 
obteniendo el cDNA correspondiente a cada alelo (por lo tanto, es necesario un 
cultivo celular o un tejido para obtener los RN A mensajeros) y amplificar estas 
clonas como ha hecho Yammnoto con los alelos principales Al, By 01 (Yamamoto 
et 11/. 199011, Yamamotor/ 11/. 1990b). 

1.2 APLICACIONES COMO MÉTODO DE TIPIFICACIÓN EN HOSPITALES 
En un principio se pensó en una aplicación inmediata de esta técnica como una 
herramienta para la tipificación de los grupos sangulneos en hospitales en los casos 
poco claros, pero se le hacen algunas objeciones: 
1. El costo de la técnica es muy alto para la gran cantidad de muestras que se 
manejan en los hospitales. La est~ndarización de la técnicíl no es tarea fácil y 



requ1erL' tambi(•n un alto u>~tu para la institución. b neresMio esperar al 
Jcsarrollo de nueva~ estrall•gias que permitan que esta ti>rnira SL'íl un métoJo mas 
sencillo y más accesible, Je forma que lil estandarización 1w SL'a t,m laboriosa para 
los genomas humanos. 
2. Por otro lado es necesario mayor conocimcnto de los subtipos sanguíneos para 
poder anillizar otros sitios que podrtan ser claves para una gcnotipificación más 
L'xacta. L..i mayor parte dt> los estudios se ha realiz<1do sobre los dos últimos exoncs 
del gen, y la estructura molecular de los primeros exoncs es poco conocida para 
muchos de los subtipos. También se conoce poco sobre los subtipos que existen en 
cada pals, que seguramente poseen variaciones caracterlsticas de la zona, 
dependiendo del origen de la población estudiada. 

Estas variaciones no se detectan con los métodos de genotipificación hasta 
ahora reportados. Para el análisis de la secuencia del exón VI puede utiliz¡1rse la 
técnica reportadn en esta tesis, que es más sencilla y rápida que la clonación y 
posterior secuenciación de los fragmentos. La aplicación de esta técnica en 
poblaciones mayores podría aportar datos interesantes -hay que recordar l¡ue ya 
se ha reportado la existencia de al menos cuatro productos distintos de individuos 
O por medio de electroforesis desnaturalizante de los productos de PCR de este 
exón Oohnson y Hopkinson 1992)--, y más recientemente la secuenciación de más 
alelos polimórficos en la población japonesa (Ogasawara et 11/. 1996). 

2. EL PROYECTO ABO 
Esta segunda parte de la discusión la dividf de acuerdo al desarrollo del proyecto: 
desde las primeras ideas que se tuvieron cuando el proyecto comenzaba, los 
resultados experimentales, y finalmente las ideas que se han discutido más 
recientemente. 

Cuando se inició el proyecto de esta tesis en 1992, los únicos reportes 
disponibles sobre la estructura molecular del gen ABO eran aquellos en los que se 
habla clonado y caracterizado este gen (Yamamoto y Hakomori 1990; Yamamoto et 
ni. 1990n; Yamamoto et al. 1990b; Yamamoto et ni. 1991; Yamamoto et ni. 1992). 
Conforme se desarrolló el proyecto fueron apareciendo reportes más especfficos 
sobre los subtipos sangulneos (Yamamoto et ni. 1993n; Yamamoto et ni. 1993b; 
Yamamoto et ni. 1993c; Yamamoto et ni. 93d), y finalmente los primeros reportes 
sobre la estructura de intrones y exones del gen (Bennet et ni. 1995; Yamamoto 
1995). Con toda esta literatura, aún era posible cuestionar la existencia de un solo 
gen para el sistema ABO. Se hicieron dos observaciones que es necesario resaltar: 



1. Los subtipos del sistema ABO (Al>!, BIAI, rn-All, l'tr) se h,111 caracteriz¡¡ lu en 
todos los reportes secuenciando fragmentos amplificados por PCR en distintas 
zonas del gen, sin haber obtenido el cDNA correspondiente a cada subtipo. 
Particularmente en los reportes del subtipo ns-AB (Yamamoto el ni. 199'.1/J) Sl' 
analizan únicamente dos individuos, y el análisis se realizó con fr.1gmentos del 
gen, amplificados por PCR que fueron clonados y secuenciados. ¿Cómo asegurar 
que no se trataba de individuos como los que busc,\bamos) La secuenciación de los 
exones VI y Vil fue hecha en pedazos (los fragmentos de PCR) que luego se 
reconstruyeron y se reportaron como parte de un solo gen. Si en verdad existen 
dos genes ligados, cabe la posibilidad de que la secul'llcias pudieran ser parte de 
uno de los genes y parte del otro, y de esta manera los dos genes no se detectaron. 
Este reporte fue importante para el proyecto, ya que de encontrarse individuos AB 
con alelos recesivos, ahora era necesario comprobar que estos casos fueran 
individuos trans AB, por lo tanto, que no se trataran de alelos ris-AB como los 
reportados. 
2. El alelo 0 1 fue el primer tipo de alelo recesivo reportado, y es homólogo al alelo 
A excepto por la dcleción en 261 (Yamamoto et ni. 1990b). Cuando se hizo énfasis 
en la existencia de más de un tipo de alelo recesivo Qhonson y Jopkinson 1992; 
Yamamoto t?I ni. 199'.lc) se pensó llUe el alelo 02 (posición 291 similar al alelo B) 
reportado por Yamamoto podrfa ser el correspondiente al alelo "b" que se propone 
en la teoría de dos genes ligados; posteriormente se reportó otro tipo de alelo O 
que también tiene posiciones similares al alelo B ( Grunnet el ni. 1994); el alelo 0 1 

podría ser entonces el llam,1do alelo "a", y los otros dos alelos recesivos serían 
formas alternas del alelo "b", datos que nos indicaban la posibilidad de dos genes. 

2.1 ANÁLISIS MOLECULAR DE LOS CASOS 

2.1.1. Casos Individuales 
En un individuo AB de 15 que fueron analizados, se demostró la presencia de un 
alelo recesivo. 

El individuo AB en el que se obtuvo corte con la enzima Kpnl quedó 
tipificado en tres sitios: en el sitio 261 se detectó la presencia de esta deleción 
característica de los alelos recesivos; y fue tipificado como A en las posiciones 297 y 
703. 

Existen dos posibilidades fenotípicas para este caso: puede tratarse ele un 
individuo A que haya sido fenoÚpificado como AB por error, o tratarse de un 



individuo u>-AB wmo lns n•porl.idos (Y ama moto l'l al. 199'.\/J) f'ar.1 lkmostrar cst,1 
última posibilidad es necesario analizar el sitio ~O'\, tipifa.id1i como B en los 
individuos c1s-AB, para lo cual serla necesario clonar \' secuenciar est,1 región (y 
realmcntt• la posibilidad más real es caracterizarlo por partes, como lo hizo 
Yamamoto. (lln l.i desVL'tü.1¡,1 dl' Ljlll' no Sl' t1e1w l.i ct•rtl'1,1 del origen dt' lns 
fragmentos). Quedó demostrndo lJUl' no se trnta dt• un indil'iduo ln111; AS. 

La incertidumbre en cuanto al fenotipo de este caso demuestra que es 
necesario ser muy cuidadoso con la tipificación de sangres en los hospitales, 
considerando la importancia que implica una transfusión sanguinca para la salud 
human,1. En aquellos indívíduns cuya tipificación no put'dt• Sl'I' muy clarn rnn 
ninguno de los dos métodos (como es el caso de esta tesis) la tr«nsfusión sangulnca 
o la donación representa un peligro. 

2.1.2. Casos familiares 
Se comprobó la presencia de alelos recesivos en los padres y/ o hermanos de los 
tres individuos AB y no se encontraron alelos rcc\'sívos en ellos. Si suponemos que 
existe un mayor polimorfismo del que se conoce hasta ahora en los alelos rccesivos, 
y que algunos de ellos no poseen la <leleción 261 (como ya S\' ha reportado para el 
alelo 03), en estos tres casos se comprobó que ambos padres poseen alelos 
recesivos qul' si poseen esta delcción, y estos all'lo~ nn se tr,111s111iticron a los hijos 
AB. 

De los resultados anteriores es evidente que aún se requiere un análisis de 
una población mucho mayor que la muestra analizada en este estudio para afirmar 
con certeza que no existen individuos trans AB que posean alelos recesivos. Lo que 
puede afirmarse es que no se encontraron individuos trm1s AB que poseen estos 
alelos y por lo tanto no se encontró evidencia que permita demostrar la existencia 
de dos genes ligados para el sistema ABO. Por ahora la metodología está diseñada 
para hacer este análisis molecular en un número más amplio de individuos y 
genotipificarlos en los sitios 261, 297 y 703. 

2.2. ¿UNO O DOS GENES? 
2.2.1. Explicaciones para el ajuste de las fórmulas. 
En los antecedentes de esta tesis se describen paso a paso cada uno de los niveles 
en los que es posible estudiar al sistema ABO Los primeros conocimientos 
bioquímicos llevaron a los genetistas a plantear teorías que implican una relación 
directa entre la estructura bioqulrriica con la presencia de un gen para ella, aunque 



hov sabL•mos que no es tan !>impiL' como eso. EntrL' J,1 L'structura bilKJuímic.i y el 
gen dl'i sistL'lllol ABO se L'JKuentran diversos niveles que puro íl poco han ido 
conociéndose: !el rnnstrucciún scrnencial de las cadencls de carbohidratns. las 
en1.imas AJl() .1· otras implicadas, la l'XPl'L'Sión de los gL•1ws pM,1 cst,1s L'nzimas, la 
Laractl•rizan(ln molecular de los ge11l'~ .. Pnr lo tanto, la rL•guJ,¡cion dl' l,1 'llltl·~i~ dL' 
las ca<len<i' de curbohidr,itos es muy compleja l' 1mplir,1 divcr'P' n1veb, \' 
cualquiera de ellos puede akctar el producto final. 

Es posible especular sobre la explicación del ajustl' dl• las fórmulas no 
únicamente contemplando Ja existencia de dos genes, sino tomando en cuenta la 
existencia de estos niveles, v rl'lomando la información que hasta ahorn st• conoce. 
11) En un primer nivel más gL•1wral, podemos mencionar que la expresión de los 
antígenos A o B no dl'pl'ndc tmirnmente del gen ABO, dependl' ade1n.\s de la 
existencia de otros genes que codifican para glicosiltransferasas que sintetizdn las 
cadenas precursoras a estos antlgenos, por ejemplo los genes Sr y 1-1 (Lcmieux 
1978), dos genes que codifican para enzimas capaces de sintetizar de manera 
independiente el epltope H, precursor directo de los antlgenos A o B. lis decir, 
existe la posibilidad de que otros genes estén influyendo l'll una cascada de 
expresión génica para estos antlgenos, y al ser genes poco conocidos (recordemos 
que el tema de la glicobiología es muy nuevo y existen muy pocas 
glirnsiltransferasns clonadas) no se han tomado en cuenta wmo foctorcs que 
afectan la expresión iinal de los antígenos ABO. 
b) En otro nivel. se puede mencionar que no se sabe si los genes para estas enzimas 
comparten sistemas de regulación génica que dependen de otros genes. La 
expresión de estos antlgenos es un sistema regulado, como se ha demostrado 
durante el desarrollo embrionario (Szulman 1964 y 1965), y la expresión diferencial 
de estos antlgenos dependiente del grado de diferenciación o maduración celular 
(Dablesteen el 11/. 1982, Vedtoftc el ni. 1984) y del tipo celular (Oriol 1990). Las 
fórmulas que hasta hoy existen consideran únicamente los genes para los grupos 
sanguíneos ¿Y si estos genes dependen directamente de otros cuyos mecanismos 
de regulación no se conocen? ¿Podría ser esta la explicación para el ajuste de estas 
nuevas fórmulas?¿ Podría ser que estas fórmulas describen la regulación génica del 
sistema ABO y de otros genes? 
r) Un tercer nivel que habría que tomar en cuenta son los transcritos del gen. Se ha 
demostrado la existencia de variaciones en los transcritos, dependiendo del tipo de 
tejido. Ésta puede ser la explicación para la expresión diferencial en los tejidos, 
aunque también podrla especularse la existencia de una cantidad mínima de 



población ruy.i pxprl''>ión ,111tigt:•111C<1 no ronruerd.i ron l'I gl'IW qUl' posel'. dl•bido" 
variaciones en la Sl'Clll'IKla dl' los nwn,ajeros para l'Sll' gen, por In rn,1l li1 l'lltini.1 
expresada tiene actil'idad distintd al dl' la enzim,1 cPdifü<1da L'n d !>NA 
d) Por otro lado, .i pl'sar dl' no h,1ber l'ncnntrddP ,·1·i,knri,1' p.ir.i l,1 l'\1sll·1h·i,1 dl' 
dos gene'>. L'Sta po,ibd1d,1d puL'llt· t,1111bil·n wn'>id,·r.1r'>l', 1 .i qul' podn,1 SUL"L'dl'r q1ll' 
estos dos genes est,in tan cerca uno de otro que l'l n1vt•I d,• rl'ro111b111,1ción Sl'd nu11 
bajo y no se detecten en la población más qul' raramentl' debido a que <'Slán 
asociados a los alelos dominantes A u B, y no han podido ser dPtect.idos por l'i 
análisis molecular )'d que no tienen la deleción en el sitio 261. 

No es posible ,1firmcH nungund de L'stas pus1bilidadc.,, aunque tampom , . ., 
posible descartarlas. Cualquiera de ellas pudiera Sl'r l,1 explicaci,ín n·íll. o podrían 
serlo las tres primeras posibilidades juntas, y,1 que lrnh1s l'Slos fL·numL'nns implir<1n 
pequeños desajustes y desbalances en la expresión de lus grupos sangu111eos AllCl 
en la población, y la variable "s" propuesta en la tl'orfa lógica del equipo dt• 
filosofla pul'de significar y representar estos Jesajustes. 

2.2.2 Otra explicación: los alelos blfunclonales 
Para nuestro eL1uipo de trabajo, la explicación que parece ser más lúgica es l,1 
existencia de una cantidad significativa de individuos en la población que poseen 
alelos del tipo cis-AB o similares (como el Bl-'1), u otros que hasta hoy no se 
conocen, lo cual está representado por la variable "s" (gameto AB) en la que se 
engloban aquéllos subtipos que codifiquen para una transferasa bifuncional. 
Existen reportes sobre la posible doble actividad de estas transferasas (Watkins 88). 
Si esto ocurre 111 11i110, este fenómeno también queda incluido dentro de la nueva 
variable "s". 

Es importante recalcar la poca información que se tiene sobre los 
polimorfismos que existen para este gen. Conforme se vaya teniendo más 
información sobre las bases moleculares, se podrán hacer predicciones que se 
ajusten más al funcionamiento de las enzimas, con lo que podrán caracterizarse 
mejor los sitios que implican cambios importantes en la actividad enzimática. 
Posiblemente de aquí se obtenga un número importante de alelos polimórficos que 
posean la doble función enzimática en un solo alelo. 

Asl pues, consideramos que las tres primeras variables p, q v r representan los 
gametos que llernstein habla propuesto: A, B y O; y se plantea la existencia dl' un 
nuevo gameto AB que probablemente representa a una transferasa bifuncional 



Se han plantL•aJo pues, varias posibilidades .ibil'rt,1s aun ,1 l,1 d1~cusi(ln· l,1 
variable "s" como la representación de desajustes en l.i rc'gul.irn>n gérnra t•n l.i 
población los cuales implican la expresión de antígenos que nn com·spunden a sus 
genes respectivos (con cu¡¡l4uiera de los mecanismns va discutidos, inrluVL'ndo t•I 
de los all'los tipn ns-/\B); o simplL•mentl'. la existenri.1 dt• dns gL'l1l'' l1g.ido~. <011 

una CL'rrnni¡1 t,11 t¡UL' no h¡¡ sido posible su dctecrinn mniL•nil.ir. 

3. PERSPECTIVAS 
La perspectiva mi\s inmediata es la de un análisis pobl,icion<ll murho ni.11·L1r, rnn 
un gran número de individuos /\B, parn desrnrtar la posibilid<ld tk la L'X1stt•nlia de 
individuos lrnns AB con ,1lclos recesivos. 

Por otra parte se puede mencionar la detección de un ni.11w nliml'f<l dt• 
polimorfismos con técnicas más sencillas y accesibles para caracterizar los 
polimorfismos propios de cada región, y desarrollar técnicas aplicables a la 
fenotipificación de una gran cantidad de muestras en hospitales, tomando en 
cuenta los polimorfismos propios de cada región (sobre toJo <1qucllos 
polimorfismos que impliquen cambios importantes l'n la actividdd enzimatica). 

En el campo de la regulación, la región 5\lel gen implicada en la regulación 
génica no está caracterizada, y en esta área podrían l'ncnntrnrse datos intere~antes 
sobre la regulación génica del sistema. 

Otra de las áreas interesantes y poco conocidas es la función de estas 
moléculas y las consecuencias que implican las alteraciones de este sistema en los 
organismos (como en el caso del cáncer, para el cual se han reportado cambios en 
los antlgcnos de superficie cl'lular de acuerdo con el grado de desarrollo de la 
enfermedad, y aün no se conocen las implicaciones de este fenómeno) por lo que el 
eshldio de estos anUgcnos en un modelo celular puede llevar a una explicación 
interesante que conjunte el nivel molecu lnr y el de la regulación biosintética. 



VIII CONCLUSIONES 

• De 15 individuos AB analizados se encontró qm~ uno JL' ellos tiene alelos 
recesivos del tipo 01. 

• Se comprobó que este individuo AB no es del genotipo lnms-AB. 
• No se encontraron evidencias t¡ue demuestren la existencia de dos gt•nes 

para l'I sistema ABO. 
• La metodologfa de esta tesis puede usarse para un análisis de población 

con una cantidad de muestra que sea significativc1, y 4uc permita la cc1plura 
de polimorfismos poco u.~uales en individuos AB. 
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