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il. RESUMEN

E! complejo principal de histocompatibilidad (MHC) constituye el sistema mis polimérfico
que se ha descrito. Las moléculas HLA (Clase 1 y clase I} codificadas por los genes del MHC,
actian como elementos de restriccién en la respuesta celular para el reconocimiento de antigenos
propios y extrafios y son indispensables para la induccidn y regulacion de la respuesta
inmunoldgica, asi como para la eliminacion por citotoxicidad directa de células infectadas o células
tumorales. El progreso explosivo de la biclogia molecular ha permitido el desarrolle de una gran
variedad de técnicas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que hoy estan muy
bien estandarizadas y se usan rutinariamente para la tipificacion de clase II en los laboratorios de
inmunogenética molecular. Debido a que el polimorfismo de clase I es mucho mayor que el de
clase II, su caracterizacién molecular ha sido mas complicada. Existe una notable restriccion del
polimorfismo del MHC determinado por serelogia en las tribus indigenas americanas, sin embargo,
los estudios realizados a nivel molecular han revelado la existencia de micropolimorfismos que son
funcionalmente relevantes y que son exclusivos de estas poblaciones, probablemente debido a que
" confieren ventajas selectivas contra los patogenos de los nichos ecoldgicos de cada grupo. El
proposito de este trabajo es el anilisis del micropolimorfismo en una poblacion indigena del norte
de México, puesto que no existen datos de estos grupos. Gorodezky y col. han publicado datos de
andlisis molecular de genes clase II en lacandones, mixtecos y mazahuas, pero ain no se ha
analizado clase I por DNA. Los seris se localizan en la costa del estado de Sonora y corresponden
al grupo lingiistico Hokano-Coahuitleca. Son un grupo de solamente 619 indigenas que viven de
acuerdo con sus tradiciones y preservan su identidad cultural. Ademds, no se mezclan con otras
poblaciones, lo que sugiere que han preservado su identidad genética, dato que ha sido

corroborado para genes clase II en este laboratorio,



Se obtuvieron musstras de 100 individuos pertenecientes a 9 familias que se tienen en el
banco de DNA del Departamento. Se armaron fos arboles genealdgicos precisos que muestran las
relaciones familiares entre ellos y se disefio un cuestionario que contiene sus datos generales,
clinicos y de habitos alimentarios, de tabaquismo y alcoholismo. Las enfermedades prevalentes
entre los seris son infecciones intestinales y respiratorias, hipertension, desnutricién, patologias
reumaticas y urinarias asi como diabetes tipo II; la incidencia de tabaquismo es del 19% y el 21%
de ellos ingiere alcohol. De las muestras de sangre periférica se separaron las células
mononucleares y se extrajo el DNA mediante el protocolo de exiraccion por proteinasa K y fenol-
cloroformo. Para la definicion genética de los loci A y B se utilizaron 2 métodos de tipificacién
molecylar: 1.-PCR usando primers de secuencia especifica (PCR-SSP) combinado con un sistema
de amplificacién mediante mutaciones refractarias (PCR-ARMS); y 2.-PCR con tipificacién por

hibridacién con sondas de oligonucledtidos sintéticos secuencia especificos (PCR-SSOP).

Se encontraron presentes siete aleloy HLA-A, en frecuencias decrecientes son: *0201, *02,
68, ¥68/69, ¥31, *24 y *2301; y doce alelos HLA-B: 3501, *40, *51, *35, *3505, *5102, *3512,
*27052, *15, *4801, *3501/05 y 44. El caso del B*¥27052 es muy particular ya que no se han
identificado hasta ahora alelos B27 en ninguna otra tribu indigena de México. Al analizar las
frecuencias en las familias considerando los cromosomas parentales v comparando con las
frecuencias de los individuos menos refacionados, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos. Los principales haplotipos HLA DRB-A-B son: *0407-*02061-*3501 (13.6%),
*0802-*31-*S1 (9.1%), *0407-%02-*3501 (6.8%), *0802-*02-*35 (6.8%), *0407-*68-*3501
(4.6%), *0407-*31-*5102 (4.6%), *0802-%02-*40 (4.6%), *0802-*0201-*40 (4.6%), *0802-*24-
¥3501 (4.6%), ¥1402-*02-*40 (4.6%), *1402-*0201-*40 (4.6%). En los haplotipos se encuentra
que cuando se considera Gnicamente clase I s6lo se encuentran 7 haplotipos y que al incluir log
datos de clase I éste nimero se incrementa hasta 26. Estos resultados sugieren que la region de

clase [ se encuentra bajo una presidn selectiva mayor que la region de clase IL

Por iitimo, se calcularon las distancias genéticas en base a las frecuencias génicas de los
alelos de clase I y clase IT contra las poblaciones siguientes reportadas en la literatura: Toba,
Wichi, Terena, Guarani, Kaingang, Bari, Lacandones, Inuit, Japoneses, Chinos, Indigenas del

norte de Argenting, y mestizos de Venezuela y México. Se demostrd que los seris se encuentran

-



separados de las demis poblaciones y su relacion mds cercana se encuentra con los Warao de

Venezuela que habitan un ecosistema costero al igual que Jos seris.



IIl. INTRODUCCION

1. Ei Complejo Principal de Histocompatibilidad

a. Descubrimiento

El complejo principal de histocompatibilidad o MHC, una regién del genoma con un
polimorfismo muy extenso, debe su nombre a gue originalmente se reconocié a las moléculas
HLA, producto de los genes del MHC, como responsables del rechazo de transplantes entre
individuos que no comparten los mismos determinantes MHC. No es sino hasta la década de los
50°s en que se comenzd a revelar la importancia biologica y funcional del MHC (1). Los
experimentos de transplante de piel realizados por George Snell y sus colaboradores en cepas de
ratones mostraron que existe una base genética en el rechazo de tejidos v que a pesar de que
diferentes genes pueden contribuir a este fendémeno, una sola region genética es la principal
responsable del rechazo (2). Los genes involucrados en el reconocimiento de un tefido como
extraiio fueron llamados genes de histocompatibilidad, la regién en que se encuentran en el ratén
se denomind H-2 y se localiza en el cromosoma 17, En todas las especies de vertebrados que se
han examinado se han encontrado regiones polimoérficas similares y a todas ellas se les denomina
complejo principal de histocompatibiliiad o MHC (1). El analisis genético del rechazo indicaba
que Ios productos del MHC siguen la primera ley de Mendel y se expresan de manera codominante
y los eventos de recombinacién permitieron saber que la region del MHC contenia no solo uno

sino varios genes relacionados muy cercanos entre si {1).

El descubrimiento del MHC en el hombre se tlevd a cabo cuando en la década de los 50’s,
Jean Dausset describid el primer antigeno de histocompatibilidad al cual llamé MAC (denominado

oficiaimente HLA-A*02 de acuerdo con la nomenclatura molecular actual y cuya definicién



serologica correspondiente es el antigeno HLA-AZ2) en base al patron de reactividad de los
anticuerpos presentes en el suero de pacientes politransfundidos; casi inmediatamente después,
Payne y van Rood observaron lo mismo a partir de sueros provenientes de mujeres multiparas 2).
Posteriormente, i trabajo de colaboracién a través de los Talleres Internacionales que se
organizan periddicamente permitio fa identificacion de los antigenos de leucocitos humanos (HLA)
que son producto de los genes del MHC en ef hombre, y han permitido la estandarizacion de los

distintos métodos y los reactivos necesarios para la tipificacion y ef desarrollo de nuevas técnicas

3).

Los tres primeros loci de la region del MHC que fueron identificados en el hombre mediante
los estudios serologicos fueron denominados HLA-A, HLA-B y HLA-C, y posteriormente en la
region adyacente denominada HLA-D, originalmente definida mediante estudios de proliferacion
en cultivo mixto de linfocitos, se identificaron los loci HLA-DR (por “relacionado con D), HLA-
DQ y la regién HLA-DP cuyos antigenos se identificaron mediante el uso del cultivo de mezcla de

linfocitos secundario (1,2).

b. Organizacion genética del MHC

El MHC en el hombre estd constituido por un conjunto de genes codificados en el brazo
corto del cromosoma 6 y los productos de su expresion, los antigenos HLA, actiian como
elementos de restriceién en la respuesta inmunoldgica, para ¢l reconocimiento de antigenos
propios y extrafios. Bl MHC abarca 3800 Kb y se distinguen tres regiones principales
denominadas: clase I, clase I y clase IIL, Dentro de estas regiones se locafizan a su vez distintos
loci o posiciones genéticas que contienen a cada grupo de genes (4). Dentro de las regiones de
clase I y de clase II se localizan fos loci que codifican para los antigenos de histocompatibilidad.
En la region de clase I se ubican los loci HLA-A, B y C (clasicos) y E, F, G, Hy X (no clasicos), y
en [a regioén de clase II se hallan los loci HLA-DR, DP, DQ, DM, DN, LMP y TAP. Ademas
existen una gran cantidad de pseudogenes (5, 6). La region de clase III comprende a diversos

genes no HLA (4).

En el Cuadro 1 se sefialan los 37 genes HLA que se encuentran bien caracterizados, la

mayoria de los cuales son funcionales, aunque hay algunos pseudogenes. Los genes ticnen una
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nomenclatura oficial de acuerdo al Ultimo taller internacional (27) que se sefiala en la primera
columna y en la columna siguiente se encuentran los nombres que se les fue dando conforme
fueron descritos como una nomenclatura provisional, la descripcion indica si se trata de un

pseudogen o si se ha encontrado cual es su funcion.

En la Figura 1 sp esquematiza el mapa oficial de acuerdo a los dltimos hallazgos del 12°
Taller Internacional de Histocompatibilidad Ea region de clase I abarca aproximadamente 1000
Kb, codifica para la expresion de los antigenos clasicos: 94 HLA-A, 208 HLA-B y 52 HLA-C.
Los no clasicos no se expresan en células maduras y se hallan en [a superficie de trofoblastos v la

interfaz materno-fetal (5,7},

La region de clase I es mas compleja: el locus DRB contiene a los genes DRB1, DRB3,
DRB4, DRBS5, DRB6, DRB7, DRB8 y DRB9 que codifican para las cadenas 1, B3, ..p9 v el
DRAL que codifica para Ia cadena o. Al unirse estas cadenas dan lugar a las diferentes moléculas,
Los antigenos DR1-10 son productos del gen DRB1, los DR52 estan codificados por el gen
DRB3, los DRS53 por DRB4 y los DR5 por DRB5. En las regiones DQ y DP los genes que dan
lugar a la expresién de las moléculas son DQAI y DQRB1, y DPAl vy DPB1 respectivamente.
Ademas de que en estd regidn se codifican las moléculas TAP, LMP y DM que estan relacionadas

con el procesamiento de antigenos (8).
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Cuadro 1: Genes en la region HLA

Nombre Equivalentes previos Descripcion
HLA-A - Clase |, cadena o
HLA-B - Clase |, cadena o
HLA-C - Clase |, cadena «
HLA-E E, '6.2' Clase |, no clasico
HLA-F F,'5.4 Clase |, no ¢lasico
HLA-G G, '6.0' Clase |, no clasico
HLA-H H, AR, 124 Pseudogen clase |
HLA-J cdat2 Pseudogen clase |
HLA-K HLA-70 Pseudogen clase |
HLA-L HLA-92 Pseudogen clase |
HLA-DRA DRe DR a
HLA-DRB1 BRpI, DR1B DR 1
HLA-DRB2 DRgH Pseudogen DR B
HLA-DRB3 DRpMH, DR3B DR B3
HLA-DRB4 DRgIV, DR4B DR p4
HLA-DRBS DRl DR 5
HLA-DRB6 DRBX, DRBo Pseudogen DRB
HLA-DRBY DRBy1 Pseudogen DRB
HLA-DRBS DRBy2 Pseudogen DRB
HLA-DRBS M4.2 B exdn Pseudogen DRB
HLA-DQA1 DOa1, DQ1A DQ o
HLA-DQB1 DQB1, DQ1B pap
HLA-DQA2 DX, DQ2A DQ o (no se ha encontrado expresada)
HLA-DQB2 DXB, bO2B DQ B (no se ha encontrado expresada)
HLA-DQB3 DVB, DQB3 DQ B {no se ha encontrado expresada)
HLA-DOB DOB DO
HLA-DMA RINGB DMa
HLA-DMB RING7 DM B
HLA-DNA DZa, DOx DN o
HLA-DPA1 DPat, DP1A DPa,
HLA-DPB1 DPp1, DP1B DPp
HLA-DPA2 DPa2, DP2A Pseudogen DP o
HLA-DPB2 DPp2, DP2B Pseudogen DP B
TAP1 RING4, Y3, PSF1 Transportador ABC (ATP Binding Cassetfte)
TAP2 RING11, Y1, PSF2 Transportador ABC (ATP Binding Cassette)
LMP2 RING12 Secuencia relacionada al proteasoma
LMP7 RING10 Secuencia relacionada al proteasoma

Tomado de JG Bodmer y col. 1997 (27)
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Figura 1: Mapa del MHC
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c. Estructura y funcién

Los antigenos HLA se encuentran expresados en la superficie ceular de todas las células
nucleadas del organismo y su funcién es discernir lo propio de lo extrafio, impidiendo el desarrolto
de respuestas autoinmunes que pueden conducir a un estado patolégico, por lo que son
fundamentales en la generacidn de tolerancia muy temprano ¢n la ontogenia. Por otro lado, tienen
como funcién presentar antigenos propios y extrafios a los linfocitos T responsables de la
respuesta inmunologica, uniendo a los péptidos de estos antigenos una vez que han sido
procesados en el interior de la célula (10). En la Figura 2 se muestra la interaccion entre una
molécula clase I (abajo) y ¢l TCR. La imagen se generd utilizando el programa de visualizacion de

moléculas RasMol (11).

Las regiones de clase I, clase 11 v clase IIT se distinguen por su estructura y funcidn, aungue
las clase I y IT pertenecen a una misma superfamilia de genes, tienen una gran similitud estructoral

y funcional y se ha sugerido que descienden de un gen ancestral comiin (30).

Los genes clase I se expresan en practicamente todas las células del organismo y estén
formados por una cadena pesada o (45kDa) que es una glicoproteina asociada no covalentemente
con la By-microglobulina (12kDa). Esta Ultima se encuentra codificada en el cromosoma 15. La
cadena pesada, codificada dentro del MHC, tiene una region intracitoplasmatica, una
transmembranal y tres dominios extramembranales llamados «l, o2 y ¢t3. Los antigenos de clase
IT se expresan sobre las células presentadoras de antigeno (CPA), linfocitos B, células endoteliales,
epiteliales y linfocitos T, y se encuentran formados por dos cadenas glicoprotéicas, una pesada o
de 35kDa y otra ligera § de 28kDa. Ambas tienen una region intracitopldsmica, una
transmembranal y dos dominios extramembranales y estan asociadas no covalentemente una con
otra. El polimorfismo tan extraordinario tanto de las moléculas clase I como de clase I radica en
los dominios al y o2 en clase I y en el dominio Bi en clase II (aunque en DPo v DQo existe
alguna variabilidad) (12). Las cadenas o en las moléculas clase I son glicoproteinas de

aproximadamente 340 aminodcidos con 30 residuos en la regién intracitoplésmica (13).
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Figura 2: Molécula HLA-A*0201 interaccionando con el TCR
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Figura 3: Moléculas MHC
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Tomade de AK Abbas, AH Lichtman y JS Pober, 1994 (1)
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Figura 4: Estructura tridimensional de una molécula de clase I

Tomado de AK Abbas, AH Lichtman y JS Pober, 1994 (1)

Figura 5: Nicho de union del péptido en una molécula clase II

Tomado de AK Abbas, AT Lichtman y JS Pober, 1994 (1)
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En la Figura 3 sc observen esqueméticamente las caracteristicas estructurales de las
moléculas clase I y clase II, las regiones citoplasmatica, transmembranal y extracitoplasmica de
estas moléculas, como estan organizados sus dominios de manera que en clase I el nicho de unién

al péptido estd formado por los dominios o1 y o2, y en clase I por ctl y B1.

Los antigenos clase I presentan principalmente péptidos de origen enddgeno, por lo gue
corre a cargo de estas moléculas la presentacién de antigenos virales, tumorales v de parisitos
intracelulares. Cuando los linfocitos T citotéxicos se encuentran con moléculas clase I que
presentan péptidos extrafios, se activan poniendo en marcha sus mecanismos de citototoxicidad v

destruyendo las c€lulas tumorales o infectadas (10).

En fa Figura 4 se muestra la estructura tridimensional de una molécula clase 1 obtenida
mediante cristalografia de rayos X. Esta técnica hace uso de los patrones de difraccién en un haz
de rayos X que atraviesa la sustancia cristafizada; la difraccién depende de los planos de la red
cristalina y permite determinar la estructura de la molécula. Se aprecia claramente en la imagen
obtenida por la cristalografia que los dominios al y o2 forman un nicho de unién donde un piso

con una estructura B plegada esté limitada por dos bordes configurados en forma de o hélice.

Los antigenos clase II se ocupan en general de la presentacion de los péptidos ex6genos en
las CPA, por lo que estas moléculas presentan los antigenos de las bacterias y parésitos
extracelulares a los linfocitos B y T cooperadores para desencadenar una respuesta humoral asi

como para inducir y regular la respuesta celular en contra de los antigenos extrafios (14, 15).

En la Figura 5 se aprecia como es notable ta similitud entre el nicho de unién de clase H con
el de clase I, teniendo ambos la misma estructura general solo que en este caso el nicho esta

conformado por los dominios mds externos de las cadenas « v B.

Las moléculas de clase III no codifican pata antigenos de histocompatibilidad sino para
factores involucrados en la activacion de la respuesta inmunoldgica humoral y otros genes con
distintas funciones que se encuentran situados entre las regiones de clase I y clase II (Figura 1)
Ahi se encuentran entre otros los genes que codifican para moléculas de la via clasica y de la via

alterna del complemento (C2, C4, Bf), los genes que codifican para la expresion del factor de
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necrosis tumoral oo TNF-o, la proteina de choque térmico HSP-70 y el gen del citocromo P-450

que gobierna la expresién de la 21-hidroxilasa (16).

d. Procesamiento y presentacién de antigenos por las moléculas HLA
clase |

Los mecanismos humorales de inmunidad resultan inefectivos en contra de tumores o virus
intracelulares, situacion que representa un problema especial puesto que los agentes etiologicos se
encuentran ocultos en el interior de la célufa. Este problema se soluciona ¢n buena medida por
medio de la presentacion de antigenos en el contexto de las moléculas HLA clase I, las cuales
presentan fragmentos de proteinas celulares. Normalmente se presentan solamente péptidos de
origen autdlogo que son ignorados por el sistema inmune, pero si la célula tiene incorporada o estd
sintetizando una proteina extrafia {en células infectadas por virus, células tumorales o con
expresién desregulada de sus propios genes) la presentacion del péptido desconocido

desencadenard una respuesta mediada por los T, (linfocitos T citotoxicos) (10, 17).

Existen dos vias de presentacion, la cldsica que se ocupa de la presentacion de péptidos de

origen endogeno, y la no clasica que permite presentar péptidos exdgenos.

i. Presentacién de péptidos endégenos

Los péptidos presentados en ¢l contexto de las moléculas clase I se originan en el citosol ¥
provienen de proteinas que se hidrolizan hasta llegar a oligopéptidos en un proceso dependiente de
ATP. Esta hidrolisis se lleva a cabo por la accién del proteasoma. Se reconocen dos formas del
proteasoma, la 208 de 700kDa que tiene una estructura cilindrica formada por cuatro anillos; los
dos externos estdn formados por siete subunidades o que se cree tienen una funcién regutadora y
estructural, y los anillos internos que se encuentran formados por siete subunidades B que forman
los sitios cataliticos. La segunda forma del proteasoma, la 265 de 1500kDa tiene la misma
estructura de la 208 pero se asocia a subunidades que regulan su actividad. La estructura 2685 se
une 2 cadenas de poliubiquitina y es responsable de la degradacidn de proteinas conjugadas a

ubiquitina, asf pues la ubiquitina sirve como una marca para la degradacién rapida de las proteinas.
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El proteasoma es responsable de la degradacion extralisosomal de la mayor parte de las proteinas

y genera péptidos de 5 a 11 aminoéacidos de longitud (10,18).

Dentro de las subunidades [ del proteasoma se encuentran los productos de los genes LMP2
y LMP7 gue estin codificados dentro de la region de clase II del MHC. Estas moléculas provocan
que ¢! proteasoma hidrolice en sitios que favorecen la produccién de péptidos inmunogénicos

(10,19).

Los péptidos generados en el citoplasma pasan al reticulo endoplasmico mediante las
moléculas TAP (transportadores asociados con la presentacion de antigenos). Las moléculas TAP
son heterodimeros con subunidades de 76kDa (TAP1) y 70kDa (TAP2). El transporte de los
péptidos al interior del reticulo endoplasmico es un proceso dependiente de ATP en el que los
péptidos transportados son seleccionados por su longitud méas que por su secuencia. Los TAP solo
transportan péptidos de mas de 7 residuos y su eficiencia se reduce dramiéticamente cuando el
tamafio se encuentra por encima de 12 aminodcidos. Este es ef rango dptimo de tamaiio que

permite la unidn eficiente de péptidos de las moléculas clase I del MHC (1,20).

Para que e! péptido pueda ser transportado eficientemente hasta la superficie de la célula es
necesario que la cadena o del HLA, la B;-m y el péptido se ensamblen coordinadamente. Este
proceso ocurre dentro del reticulo endoplasmico. Primeramente se asocian la cadena pesada y la

B2-m y postericrmente el péptido se une dando estabilidad a la molécula clase I (10).

El proceso de ensamblaje de este complejo se ve facilitado por una serie de interacctones
moleculares en las que la cadena pesada o el complejo formado por esta y la B2-m se asocia con
proteinas chaperonas del reticulo endoplésmico. La cadena pesada recién sintetizada se une a la
calnexina (una proteina), la calnexina es desplazada por la 82-m y e! heterodimero cadena pesada-
B2-m se une a la calreticulina (otra molécula chaperona que une calcio). Este complejo se asocia a
las proteinas TAP mediante Ja proteina tapasina. (21). En la Pigura 6 se esquematiza la via clasica

de presentacion y el proceso de ensamble de las moléculas clase 1.

Después de que la molécula clase I se ensambla y une al péptido que va a presentar, pasa a

través del aparato de Golgi donde se modifican los carbohidratos de la molécula y son llevados
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hasta la membrana celular mediante la via exocitica. La vida media de las moléculas MHC clase I
varia considerablemente dependiendo del tipo de célula y el alelo especifico del que se trate (oscila
entre 2 y 20 horas). En aquellas células como los linfocitos T y los macrofagos en que el complejo

puede ser endocitado, éste puede reciclarse o ser degradado.

Figura 6: Via clasica de presentacion de antigenos por clase I

Citoplasma

Proteasoma

Golgi

Retlculo
Endoplasmico

Cadena pesada
clase |

Tomado de T Elliott y col. 1997 (21)

20



ii. PresentaciGn de péptidos exdégenos por moléculas clase |
Ademds de la via clasica de presentacién de antigenos para clase I descrita en la seccién
anterior, en la que sc presentan ifinicamente antigenos generados dentro de la propia célula,

también se pueden presentar péptidos exdgenos en determinadas circunstancias (22).

El proceso de presentacion de antigenos exdgenos por moléculas clase I puede jugar un
papel importante en la vigilancia de patdgenos intracelulares como Mycobacterium, Plasmodium y
Leishmania, que son capaces de sobrevivir en los fagosomas, permitiendo la destruccion de las
células infectadas (22,23). Esta via alterna puede ser importante también en la respuesta contra
procesos patologicos en tejidos somaticos mediante la importacion de antigenos para su
presentacion sobre CPAs favoreciendo asi el inicio de la respuesta inmunolégica, ya que estas
células pueden migrar a los oOrganos linfoides y poseen factores coestimulatorios que sop
necesarios para fa iniciacion de la respuesta. Finalmente, este mecanismo puede abrir una via para
la produccién de vacunas hechas con patdgenos muertos que sean capaces de estimular la

respuesta celular (24,25).

La capacidad de presentar péptidos exdgenos puede originarse de la facultad de ciertos
péptidos para pasar al citosol en donde son degradados por el proteasoma y siguen entonces la via

cldsica de presentacién como se esquematiza en la via citosolica en la Figura 7.

Otros péptidos pueden presentarse unidos a moléculas clase | sin necesidad de pasar por el
citoplasma, en este caso las vesiculas fagociticas liberan su contenido al exterior de la célula donde
los péptidos liberados pueden unirse a las moléculas clase I que puedan haber llegado vacias hasta
la superficie (18) o complejos clase I reciclados o recién sintetizados pueden ser transportados

hacia las vesiculas fagociticas como se esquematiza en la via no citosélica en la Figura 8.
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Figura 7: Via citosolica de presentacion de antigenos exogenos
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Tomado de KL Rock y col. 1996 (24)
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Figura 8: Via no citosélica de presentacion de antigenos exégenos
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e. Nomenclatura

Para la identificacién de los alelos se sigue un modelo mumérico en el que primero se
especifica el locus y a continuacion, separado por un asterisco, el niimero del alelo. De este
nimero los dos primeros digitos representan la definicién serologica del alelo (en los casos en que
esto es posible). Los dos siguientes nimeros identifican el alelo especifico del que se trata. De ser
necesatio un quinto digito identificaria yna mutacion silenciosa en el alelo, y un sexto y séptimo
digitos identificarfan polimorfismo en los intrones ¢ secuencias que flanquean al alelo.
Opcionalmente, un alelo nulo puede expresarse con una “N” final y un alelo con niveles de
expresion alterados se define con una “L” (26,27). En la Figura 9 se esquematiza un ejemplo de

nomenclatura en el que se indica a que corresponde cada una de las partes del nombre del alelo.

Figura 9: Nomenclatura de los alefos HLLA

" Definicién Substitucion
. seroldgica —\‘ /‘ silenciosa

| Expresion alterada (L) |

HLA-A*2402 1021, | o alelo nulo (N)

@ i / 1 Secuencias que
flanguean o intrones

i

El descubrimiento continuo de secuencias HLA y el desarrollo de las técnicas moleculares de
tipificacion ha hecho cada vez mis dificil el mantener el vinculo con la definicion seroldgica de los
alelos, de manera que siempre que es posible se trata de asignar el grupo serologico pero el

nombre debe verse tan solo como lo que es, una designacion unica (27).

La designacion completa solo es necesaria en el caso de que exista alguna ambigiiedad. p ¢j.
en el caso de que no sea posible distinguir entre las variantes de la definicion serologica del

antigeno A2 con la designacién A*02 es suficiente (26).
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f. Polimorfismo del MHC

El MHC es el sistema mas polimérfico que se ha descrito y constantemente se estan
descubriendo nuevos alelos. Hasta 1996 el comité de nomenclatura para factores del HLA de Ia
OMS reconocia dentro de clase I: 83 variantes moleculares para el locus A, 186 para el locus B,

42 para et locus C, 5 para locus E v 7 para locus G (27).

En el Cuadro 2 se enlistan los antigenos demostrados hasta ahora por téenicas serologicas
(Locus HLA-A, B y C de clase I y DR y DQ de clase II) o por métodos celulares (D y DP). Enire
paréntesis se indica la especificidad piblica; por ejemplo el A9 se subdivide en A23 y A24 que son
las especificidades privadas ¢ la proteina real que tiene el individuo, pues el A9 comparte
secuencias tanto de A23 como de A24. A Bw4, Bw6 , DR51, DR52 y DRS53 se les denomina
supertipicos y esto significa que son antigenos comunes a una gran cantidad de alelos que

comparten estas secuencias.

En el Cuadro 3 se enlistan las variantes moleculares oficialmente descritas para las moléculas
clase 1, asi como las correspondencias antigénicas respectivas. Como ¢jemplo véase el A2, Por
medio de técnicas de DNA se identifican 22 variantes del A2: del A*0201 al A*0222. Sin
embargo, seroldgicamente solo se pueden distinguir el A2 y dos subtipos que son el A203 y A210.
Obviamente, para muchas aplicaciones, es indispensable la definicion molecular, como en ¢l
terreno de la geriética de poblaciones o en la biisqueda de genes de susceptibilidad a enfermedades
o en la ubicacién de donadores no relacionados para transplante. En todas estas aplicaciones

definir una persona solo como A2 ya no es suficiente.
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Cuadro 2: Antigenos oficiales reconocidos seroldgica y celularmente

A B c D DR DG DpP
At B5 B49(21) Cwi Dwi DR1 DG DPw1
A2 B7 B50(21) Cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B703 B51(5) Cw3 Dw3 DR2 BQ3 DPw3
A210 B8 B5102 Cw4 Dw4 DR3 DQ4 DPw4
A3 B12 85103 Cwb Dw5 DR4 DQS(1) DPw5
A9 B13 B52(5) Cwh Dwé ORS DQ&(1) DPw6
Al0 B14 B53 Cw7 Dw7 DRé& DQ7(3)
AN B16 B54(22) Cw8 Dw8 DR7 DQ8(3)
Ate B16 B55(22) Cwi(wd) Dw9 DR8 DQa(3})
A23(9) B17 B56(22) Cwi(w3)  Dwild DRg
A24(9) B18 BS7(iT) Dwiiw7} DR10
A2403 B21 BS8(17) bw12 DR11(5)
AZ5(10) B22 B59 Dw13 DR12(5)
AZ6(10) B27 B860(40) Dw14 DR13(8}
AZ8 B2708  B61(40) Dwi1s DR14(6)
A29(19) B35 BB2(15) Dwi6 DR1403
A30(18) B37 B63(15) Dwi7iw?) DR1404
A3T(19) B38(16) BG4(14) DwiB(w8) DR15(2)
A32(18) B39(16) B65(14) Dwig(w6) DRI16(2)
A33(19) B3901T  B67 Dw20 DR17(3)
A34(10) B3902 870 Dw21 DR18(3)
A36 B40 B71(70) Dw22
A43 B400E  B72(70) Dw23 DR51
ABE(10) B41 B73 Dw24
AB8{28) B42 B75(15) bw2s DR52
AB9(26) B44(12) B76(15) Dw2s
AT4{19) B45(12) B77(15) DRS53
A80 B46 B78
B47 B&1
B48
Bw4
Bwt

26



Cuadro 3: Alelos HLA clase I y equivalencia serolégica

Alelo Serologia_
A Al
A*0102 Al
A*0201 A2
A*0202 A2
AQ203 A203
A*0204 A2
A*D205 A2
A*0208 A2
A*0207 A2
A*0208 A2
A*0209 A2
A0210 AZ10
A*0211 A2
A'G212 A2
A*0213 A2
A*0214 A2
AZ15N A 'Blanco'
A0216 A2
A0217 A2
A*0218 A2
A*0219 -

A*0220 A2
A'0221 A2
A*0222 A2
A"0301 A3
A"0302 A3
AG303N A ‘Blanco’
A 1101 A1

Alelo Serologia
Cw*0102 Cwi
Cw* 0103 Cwi
Cw*02021 w2
Cw*02022 Cw2
Cw*02023 Cw2
Cw*0302 Cw10(w3)
Cw*0303 Cwaw3)
Cw*0304 Cwil{w3)
Cw*0401 Cwd
Cw*0402 Cwi
Cw0403 -
Cw*0501 Cwh
Cw*0602 Cwo
Cw*0701 Cw7
Cw*0702 Ccw7
Cw 0703 cw?
Cw*0704 Cw7
Cw*0705 -
Cw*0706 Cwi
Cw*0707 -

Cw* 0801 Cws

Alelo Serologia

AT1102 At1
A*103 A1
A*1104 Al1l

A*2301 A23(9)
A*2402101 A24(9)
Ar2402102L. -
A*2403 A2403
A*2404 A24(9)
A*2405 A24(9)
A"2406 A24(9)
A*2407 A24(9)
A*2408 A24(8)
A*2408N A ‘Blanco’
A*2410 A9
A"2411N A 'Blanco’
A*2413 A24(9)
A*2414 A24(9)
A*2501 A25(11)
A*2502 A10
A*2601 A28(10)
A"2602 AZ6(10)
A*2603 A26(10)
A*2604 A26(10)
A*2605 AZ6(10)
A*2606 A26(10)
A*2607 A26(10)
A*2808 A26(10)
A*2901 A29(19)

Alelo Serologia

Cw*0802 Cw8
Cw*0803 Cwé
Cw*12021
Cw*12022
Cw 203 -
Cw*{204
Cw*1301
Cw*1402
Cw*1403
Cw*1502
Cw*1503
Cw*1504
Cw*15051
Cw*15052
Cw*1601
Cw*1602
Cw*1604
Cw*1701
Cw*1702
Cw*1801
Cw*1802
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Alelo Serologia_
A*2902 AZ9(19)
A*2903 -
A”3001 A30(19)
A*3002 A30(19)
A*3003 A30(19)
A*3004 A30(19)
A"31012 A31(19)
A*3201 A32(19)
A®3202 A32(19)
A*3301 A33(19)
A*3303 A33(19)
A*3401 A34(10)
A*3402 A34(10)
A*3601 A36
A*4301 A43
A*6601 ABB(10)
A*6602 ABB(10)
A%6603 A10
AGBO11 A6B(28)
A*68012 ABB(28)
A"6802 ABB(28)
A*6803 A28
A*6901 AB9(28)
A*7401 AT4(19)
A*T402 AT4(19)
A*7403 A19
A*8001 A80

Alelo Serologia
E0101 -
E*0102 -
E*01031 -
E*01032 -
E*0104 -
G01011 -
G*01012 -
G*01013 -
G*0102 -
G*0103 -
G*0104 -
G*0105N -



Cuadro 3 (Continuacion)

Alglo Serologia Alelo Serologia Alelo Serologia
B*O702 B7 B*2704 827 B'4102 B4
BO703 B703 B*27052 B27 Bd4201 B42
BO74 87 B*27053 B27 844202 B42
BOT05 BY B*2706 B27 B*4402 B44(12)
80706 B7 82707 827 B*44031 B44(12)
BO707 BY B*2708 B2708 B*44032 B44(12)
B*0708 - B 2709 B27 B*4404 B44(12)
840801 B8 B*2710 B27 B*4405 B44{12}
B'0802 83 B'2711 B27 B*4406 B44(12)
B"08053 B8 B*3501 835 B*4407 B44(12)
B0804 - B3602 B¥% 84408 Ba4(12)
B B13 B*3505 B35 B*4409 812
B1302 B13 B304 B%S B4410 -
81303 - B*3505 B3 B451 B4S(12)
8*1304 . B*3506 B35 B*4501 B46
B*1401 B64{14) B*3507 B3 B*47G1 B47
81402 BES5(14) B*3808 B35 844702 B47
B850 B62(15) B*35001 B®% B*4801 B48
B*1502 B75(16) B*35092 B35 B*4802 B48
81503 B72(70) 83510 - B*4803 -
81504 BE&R(15} 843511 B35 B401 B49(21}
B*1505 B62(15) B*3512 835 B*S001 B5G(21}
B*1508 B62{15) B*3513 B B*5002 -
B*1807 B62{15) B*¥514 B35 B 51011 B51(5}
B*1508 B62(15) B*3515 B35 B*51012 B51(5)
811500 B70 83516 - B*51021 B5102
B*15t0 B7{(70} B*3517 B3 B'51022 Bs102
BHs11 B15 B*3518 B35 B*5103 B5103
B*1%12 B76(15) 83519 B35 B*5104 B51(3)
B 1513 BT7(15) B*3520 B B"5105 B51(5)
B1514 B75(15) Bas21 - B*5106 85
B*1515 B62(15) 83701 Ba7 B*5107 B51(5}
81516 BE3(15) 83702 - B*5108 B51(5)
B"1517 B63(15) B350 B33(16) B*5106 B51(5)
B'1518 B7I(T0) B*3802 B3B(16) B*5201% BS2(5)
B*1519 B76(15) B*30011 53901 B*52012 B52(5)
B*1520 B62(15) B*30013 B3001 B*53H 853
B*1821 B75(15) 8430021 B3902 B*5302 -
B*1522 . B30022 B3C02 B5401 B54(22)
B*1523 - B"3903 B39(16) B*S501 B55(22)
B*1524 BE2(15) B*3004 B39(16) B*5502 BS5(22}
B*1525 B62(15) B*3005 Bi6 B*5503 -

B 1526N B ‘Blanco’ B*30061 B30(16) B*5504 BS5(22)
Br527 B&2(15) B*39062 B35(16) B'5505 822
B*1528 B1S 83507 - B 5801 856(22)
B*1529 B1§ B3008 B39(18) 85602 B56(22)
B*1530 B75(15) B*3909 BXK16) B*5803 B22
8153 BYS(15) 83910 B3X16) 85701 BS7(17)
B*1532 B62(15) B*3911 . B*5T02 BS7(17)
B*1533 B1S B*3g12 BXY16) BS703 BST(17)
841534 BiS B*40011 BE0(40)} B*5704 B57(17)
B*1535 B1S B*40012 BEX40) B*S801 B58(17)
B*1536 - B*4002 B61 (40) B*5802 -

B*1537 - B4003 840 B*S001 B39
B804 818 B*4004 B40 B67011 B&7
B1802 B18 B*4005 B4005 B*67012 B&7 -
B*1803 B18 B-4006 B61(40) B*7301 B73
B*1804 - B*4007 - B*7801 B78
B*1805 B18 B*4008 - B*7B02 B78
B2 B27 B4000 BE1(40} B*78022 B78
B*270R B27 B*4010 BEO(A0) 88101 B&1, 8560
B2703 827 B*4101 B41 B*8201 -

Tomado de Bodmer, Marsh, Albert y col. 1997 (27)
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Figura 10: Alelos en cada locus definidos mediante técnicas serologicas
y moleculares
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En la Figura 10 se resalta claramente la diversidad dentro de los loci de clase I 'y aunque el
polimorfismo es ya de por si muy grande a nivel de las proteinas, la variabifidad molecular
pareciera no tener limite, pues continuamente se describen alelos nuevos incluyendo los descritos
en mexicanos por nuestro grupo (28, 29). Asi pues es evidente gue la diversidad molecular es de 3

a 4 veces mayor de lo que se observa a nivel bioquimico, como se desprende de la Figura 10.

El MHC es una poderosa herramienta genética, tanto a nivel individual como poblacional
por su gran polimorfismo. El estudio de frecuencias de alelos y haplotipos en distintas poblaciones
hos permite identificar a cada grupo étnico, establecer refaciones genéticas entre ellos y rastrear
los origenes de las poblaciones actuales (30,31). Estas investigaciones han sido de gran valor para
el estudio de grupos aborigenes y que viven muchos de ellos en condiciones de aislamiento. Las
tribus amerindias han sido los grupos humanos mejor estudiados y han permitido proponer rutas
de migracion infercontinentales a partir de Asia (32,33), al igual que otros aspectos entre fos que

ahora se estan enfatizando los funcionales y de impacto epidemiologico de los genes
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g. Significado bioldgico y evolucion del polimorfismo en clase |

Aunque en la regidn de clase I se hallan més genes codificados que los clasicos HLA-A, B y
C, solamente estos presentan un polimorfismo importante. La diversidad genética puede ser una
consecuencia de la seleccién natural sobre la funcién de presentacion de antigenos (5)o bien puede

ser producto del azar u otros mecanismos que se describen més adetante.

La region de clase I en conjunfo muestra sefiales de estar sujeta a un rapido proceso de
evolucion a través de mecanismos de duplicacion genética y delecion, lo que se hace evidente por

la gran cantidad de pseudogenes y fragmentos que son subproducto de estos eventos (3).

La recombinacién en sus diferentes formas juega un papel muy importante en la generacion
del polimorfismo. Entre los mecanismos de recombinacion estan la duplicacion genética, mediante
la cual se generan nuevos loci en la recombinacion no homéloga. La recombinacién cromosdmica
en la meiosis provoca la creacion de nuevos haplotipos v fa conversion alélica genera nuevos alelos
a un ritmo mucho mayor del que permitiria la sola mutacién puntual. Los mecanismos de
recombinacion por si solos no son capaces de generar diversidad, se requiere primeramente la
acumulacioén de un cierto nitnero de mutaciones puntuales para que sobre esta varfabilidad actien
los mecanismos de recombinacion generando alelos nuevos a una velocidad mucho mayor. La
velocidad a la gue se generan mutaciones puntuales en el MHC no es distinta de la de otros
sigtemas genéticos, pero no pueden aplicarse sobre éste, métodos convencionales para calcular
tiempos de divergencia, va que los procesos de recombinacion aceleran grandemente los procesos

de generacion de nuevos alelos (30).

Biologicamente, el polimorfismo probablemente confiere una ventaja selectiva a las especies
al permitir presentar una mayor diversidad de antigenos, ya que algunos alelos pueden unir
péptidos que otros no, por su complementariedad estmctur‘;l.‘ Los alelos presentes en una
poblacién posiblemente sean seleccionados de acuerdo con las pfesiones ambientales a que se vea
sometida dicha poblacién en cada nicho ecoldgico particular (5). Esto se ve apoyado por el hecho
de que las mutaciones que distinguen un alelo de otro no se dan al azar, sino que la mayor parte de

ellas originan sustituciones de aminoacidos principalinente en el nicho de union del péptido o en ta

30



region que entra en contacto con el receptor de la célula T, sitios que son funcionalmente cruciales

(34, 35).

Los mecanismos evolutivos son diversos e incluyen los que se describe a continuacion:

Mutactones puntuales: Estas implican cambios en la secuencia de bases en el DNA de los
genes que codifican para sus respectivos antigenos. Dichos cambios pueden resultar en
sustituciones a nivel de los aminoacidos que conformaran las cadenas peptidicas. Se
pueden encontrar ¢jemplos de alelos que difieren en un nucledtido Gnicamente, v esto
puede dar lugar o no a [a substitucién de un aminoécido, por ejemplo, entre los alelos
B*¥35091 y B*35092 existe una variacién a nivel de la secuencia de nucledtidos pero
esto no repercute en el aminoicido codificado (27), mientras que entre los alelos
A*0207 y A*0215N hay una sola diferencia en Ia secuencia de aminodcidos al parecer
producida por una mutacidn puntual, sin embargo el cambio provoca que haya un codon

de terminacién prematuro que causa que la molécula no se exprese (34).

Dupticacion / delecidn génica: Estos eventos son el resultado de un entrecruzamiento no
homélogo entre los cromosomas, lo cual puede originar que un gen se repita dos veces
en el cromosoma, que sea interrumpida su secuencia o que el gen sea eliminado
completamente. Por lo que hasta ahora sabemos los loci A, B y C se formaron por
eventos de duplicacién génica, cuyos productos luego se diferenciaron uno de otro
mediante otros mecanismos, esta divergencia debi¢ haber tenido lugar antes de la
diferenciacion entre el hombre, ¢l chimpancé y el gorila entre 4 y 8 millones de afios
atrds, ya que entre estas especies existen homologias reconocibles, pero no por ejemplo
entre el hombre y el raton que difieren entre si en alrededor de 80 millones de afios de
evolucion (5,30) Se piensa ademds que los pseudogenes como HLA-H, J, K vy L, v
fragmentos génicos dentro de la regién de clase I son el resultado de eventos de

duplicacion o de delecion de genes que antes fueron funcionales (5,27).

Conversion génica: Es una forma de recombinacion en la que un pequefio fragmento de
un gen se incorpora en la secuencia de otro en forma de una doble recombinacion entre

alelos del mismo locus (conversion interalélica) o més raramente entre alelos de distintos
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genes (conversion intergénica). Por ejemplo es posible que ¢l alelo A*0203 se haya
generado a partir de la conversién del A*0201 con un alelo de {a familia A10, lo cual

origind sustituciones en los codones 149, 152y 156 (5,30).

El origen ditimo de una variante polimérfica es la mutacién puntual con nuevas
combinaciones de las mutaciones mediante mecanismos de recombinacién y conversion génica. Se
cree que [a mayor parte de las mutaciones que pueden dar origen a distintas variantes de un gen so
encontrardn en desventaja selectiva y por lo tanto estas variantes se mantienen en la poblacion en
una frecuencia baja como resultado del equilibrio entre la generacion de nuevas mutaciones y la
seleccion en contra de estas. Este mecanismo solo podria explicar la distribucién de los alelos

HLA mas raros (36).

Las mutaciones que ocasionalmente ofrecen una ventaja selectiva incrementan su frecuencia
de manera relativamente rapida en la poblacién, dando la base para la adaptacién evolutiva. Las
mutaciones neutrales pueden incrementar su frecuencia por azar. Este incremento se ve afectado
importantemente por e tamafio de la poblacion, de manera que es importante en grupos pequefios

vy lo es menos en una poblacion grande, a este fenomeno se le denomina deriva génica (36),

Aunque el efecto de la deriva génica en las poblaciones humanas es apreciable, es muy poco
probable que sea este el mecanismo por el que se han generado las varantes funcionales que se
observan. Si esta fuese la explicacion del polimorfismo, sélo estaria influida por la frecuencia de
las mutaciones, tamafio de la poblacién y patrones de migracién, lo cual conduciria a niveles
comparables de variabilidad para todas las regiones en el DNA. 8i hay diferencias en la diversidad,
significa que probablemente estd actuando un proceso de seleccion natural que discrimina los

efectos funcionales de las distintas variantes, tal es el caso en la region HLA (36).

Existe homologia de secuencias inclusive interespecie, de tal manera que un aloantisuero de
una especie puede reconocer diferencias polimérficas en otra distinta. Por ejemplo entre antigenos
bovinos y humanos (37). Existen secuencias cortas o epitopes que pueden ser reconocidas por
anticuerpos monoclonales y el patrén de reacciones serolgicas que presentan indica que un alelo
s¢ encuentra definido por una combinacion particular de secuencias, las cuales se hallan

conservadas. El resultado es que diferentes alelos se formarian por la recombinacion de epitopes.
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La persistencia de secuencias comunes entre especies al parecer refleja Ia existencia de epitopes y
combiriaciones entre estos que deben haberse mantenido debido a que pueden ser relevantes en

cuanto a su funcionalidad (36).

2. Estructura genética de las poblaciones amerindias

El continente americano fire colonizado recientemente en comparacién con otros continentes
(hace 10 000~40 000 afios), por pequefios grupos humanos que migraron desde Asia a través del
estrecho de Bering. Con la posterior migracion de estas poblaciones hacia el sur del continente, se
establecieron grupos que evolucionaron en un aislamiento relativo hasta Ia llegada de los
europeos. Las evidencias genéticas, fingjiisticas y arqueoldgicas son consistentes con un escenario
como este, lo que ha repercutido en la generacién de caracteristicas muy especiales en la

distribucion de los alelos HLA en cada grupo humano (30).

La posibilidad de determinar con un grado relativo de exactitud la fecha de la colonizacidn,
la identificacién de posibles ancestros en Asia y Oceania v el estado de aislamiento en el que se
han mantenido muchas de las tribus amerindias, hacen que el andlisis de estas poblaciones sea
particularmente valioso para estudios antropeldgicos, de polimorfismo genético y de evaluacion de
los efectos de fuerzas selectivas. En este sentido, las poblaciones amerindias han brindado pistas
muy importantes sobre la evolucién y el polimorfismo HLA, y sobre los origenes de las

poblaciones humanas (45,38).

Durante la conquista de América por los espafioles las culturas preexistentes fueron
destruidas y millones de personas murieron. Como ejemplo, en el territorio mexicano la poblacién
indigena cayé de 25 millones en 1519 a 1 millén en 1605 El principal azote a que se debieron
estas muertes fueron devastadoras epidemias traidas por los europeos. El grado en que estas
epidemias arrasaron con los pobladores nativos se ha atribuido a la limitada variabilidad genética
que se encuenira en las poblaciones amerindias. Inclusive se ha postulado que el limitado nimero
de variantes HLA resulta en una desventaja inmunologica cuando se compara contra las
pablaciones urbanas (39). Sin embargo hay que considerar que también se han presentado
epidemias catastréficas contra poblaciones consideradas més heterogéneas como en el caso de la

peste en Europa entre 1347 y 1351, y el nimero de alelos que se han encontrado en las

33



poblaciones amerindias s comparable al que se ha descrito en poblaciones nativas de otros
continentes. El grado de variabilidad en ellos bien puede reflejar el nivel de polimorfismo natural,
que puede ser el resultado de una seleccion darwiniana dirigida por patogenos (30, 40). Se ha
sugerido que la susceptibilidad tan elevada de estas poblaciones a las enfermedades traidas desde
Europa, pudo haber sido el resultado de las condiciones de vida y factores como la desnutricién y
deshidratacion durante la enfermedad, servicios de salud inapropiados y desconocimiento de las
nuevas enfermedades por parte de los curanderos, en el contexto de la completa desintegracién
social de la conquista estos factores debieron ser nefastos. Ademas de esto, se ha propuesto que
las epidemias en el nuevo mundo pueden haber sido causadas por una forma maligna de las
enfermedades contra las cuales carecian de la proteccion conferida por las formas benignas, a

diferencia de los europeos (40).

A pesar del limitado polimorfismo encontrado en estas poblaciones, muchos mievos alelos
en particular del locus HLA-B, se han encontrado en estas poblaciones que no se hayan en
ninguna otra del mundo. Se ha sugerido que esto se debe a un mecanismo de evolucién rapida en
este locus (45). Los alelos que se han encontrado en las poblaciones amerindias son idénticos o
han evolucionado recientemente a partir de 4 alelos HLA-A (A*0201, A*2402, A*31012 y
A*68012), 8 alelos HLA-B (B*1501, B*27052, B*3501, B*3901 1, B*4002, B*4801, B*51011 y
B¥52012) y 7 alelos HLA-C (Cw*0102, Cw*02022, Cw*0304, Cw*0401, Cw*0702, Cw*0801 y
Cw*1502), compartidos con las poblaciones europeas y asiaticas. Probablemente estos alelos

representan aquellos que originalmente estuvieron presentes en las poblaciones fundadoras (41,

45).

Existen diferencias notables entre los alelos presentes en las poblaciones de Norte ¥
Sudameérica, para las poblaciones indigenas de Norteamérica pricticamente todos sus alelos son
ios mismos que los de las poblaciones fundadoras orientales, mientras que en las poblaciones de
Sudamérica existe una gran proporcion de alelos auevos derivados de los originales por mutacién
puntual y conversion aldlica, por ejemplo los alelos B¥1504, B*3506, B*35092, B*3511, B*3512,
B*3517 B*3518, B*3519, B¥3903, B3905, B*4004, B*4009, B*4803, B*5104, A*(02i2,
A*0219 y DRB1*0417 son alelos nuevos que pueden haberse generado por eventos de conversion

génica, el alelo B*1520 por recombinacion entre B*1501 y B#3501, y el Cw*1503 por mutacion
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puntual del Cw*1502 (41,42,43,45); en algunos casos estos nuevos alelos llegan a ser los
prevalentes en las poblaciones en las que se han identificado. Se han observado pocos alelos
nuevos en las poblaciones del norte mientras que en el sur se han observado mayor namero de
variantes. Se han encontrado tan solo 4 alelos de locus A y 14 de focus B en las poblaciones de
Norteamérica, y en cambio ef dnico alelo nuevo encontrado el B¥4005 (44). En los indios de
Sudamérica se encuentran en locus A todos los alelos de las poblaciones del norte mas unos
cuantos subtipos nuevos, y en el locus B se han observado 7 de los catorce alelos del norte mas 26
nuevos alelos (45). Resulta muy notable que eén un periodo de tiempo similar, el perfil genético en
ias poblaciones de América del Norte haya permanecido relativamente constante mientras que en
Sudamérica haya variado de manera significativa, esto puede explicarse por la existencia de

presiones selectivas ocasionadas por patégenos sobre los alelos HLA (30,40).

Las evidencias son claras con respecto a que el continente americano fue colonizado del
norte hacia el sur y durante las migraciones hacia el sur las poblaciones iban encontrando nuevos
medios ambientales y patogenos. Bajo estas condiciones pudo haberse requerido presentar un
repertorio mis amplio de péptidos, por lo que en consecuencia es posible que se seleccionaran
positivamente nuevos alelos, en funcion de respuestas especificas contra los parasitos endémicos

en cada nicho ecoldgica particutar (30,40).

Debido a que el polimorﬁsrho en clase I no ha sido estudiado extensivamente en poblaciones
de Asia y Oceania, es necesario realizar mayor nimero de estudios para determinar cuales alelos
son los que realmente han aparecido en América. Se ha propuesto que los alelos en Sudamérica
que no se encuentran en el norte pueden haberse generado por una hipotética migracion desde
Oceania hasta Sudamérica, sin embargo la hipétesis con mayor aceptacion es que los nuevos alelos
en Sudamérica se hayan originado de movo mediante eventos de recombinacion. En contra de la
hipotesis de la migracion trans-pacifica se encuentra el hecho de que todos los nuevos alelos
encontrados pertenecen a las mismas lineas alélicas ancestrales v en locus distintos def B no se

presenta este gran incremento en el polimorfismo (45),

Las posibles explicaciones para la existencia de un mayor polimorfismo en el locus B pueden
ser que desde un principio, en la poblacién colonizadora original existia un mayor niimero de

lineas alélicas para este locus, lo que pudo haber generado un mayor nimero de alelos por eventos
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de recombinacion, También es posible que este polimotfismo se desarrollé como una forma de
adaptacion a factores ambientales, de manera que esto pudo mantener y expandir el repertorio de
péptidos que pueden ser presentados por los individuos en una poblacion favoreciendo la
heterocigocidad, parece que el locus B evoluciona de manera més rapida que los loci Ay C, esto
puede indicar diferencias funcionales entre estos loci o puede ocasionar que Ias variantes nuevas

en otros loci tiendan a perderse por deriva génica (40).

Por este motivo s¢ selecciond para el analisis de clase I 2 una poblacién indigena mexicana,

los seris, Ia cual se deseribe a continuacion.

a. L.os Seris

Los seris son una tribu indigena que habita en la costa desértica del estado de Sonora. Se
llaman a si mismos Konkaak o Kunkaak, “la gente”. La denominacion ‘Seri’ proviene del yagui y
significa “Hombres de la arena™. Pertenecen al grupo lingtiistico Hokano-Coahuitleca contrastando
notablemente con otros grupos de fa regién que pertenecen al tronco etnolingitistico Uto-Azteca
(Pimas, Papagos, Yaquis y Mayos). Su relacion més estrecha es con el yumano de la parte norte
de la peninsula de Baja California. Los troncos lingiiisticos son muy importantes para la
identificacion de grupos genéticos, ya que la clasificacion de las tribus se basa en las caracteristicas

lingtiisticas y no en genéticas o de otra naturaleza.

Son tradicionalmente de costumbres némadas y de acuerdo con los ciclos de pesca radican
en diversos campos pesqueros a lo largo de su territorio de aproximadamente 100 Km de litoral,
aunque hay dos localidades principales: Desemboque v Punta chueca. Su extension geogréfica
abarca 211 000 ha. y conjunta la parte continental y la Isla de Tiburén. Por las caracteristicas
desérticas de su suelo, los seris mantienen como base de su economia la pesca y la elaboracion de
artesanias. Los poblados Seris carecen de calles pavimentadas, drenaje, luz eléctrica y agua

potable. (46)

Antes de Ia llegada de los espafioles el territorio seri estaba limitado por el mar, las cadenas
montafiosas, el rio Yaqui y el desierto Altar, ademés de abarcar las islas cercanas: Tiburén, San

Esteban, Patos y Alcatraz. A Ia llegada de los espafioles no fueron conquistados gracias a que su
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territorio no era facilmente aprovechable, no tenian riquezas acumuladas ni eran utiles como mano
de obra (no conocian la agricultura). Ademads, los intentos de agruparlos en poblados estables y
evangelizartos fracasaron. MAs adelante en el periodo colonial & independiente fueron objeto de
persecucién y casi fueron aniquilados, de modo que los sobrevivientes se refugiaron en la isla
Tiburon. Hacia 1930 los seris volvieron a establecerse en tierras contingntales con la pesca comno
base de su economia, hasta que en la década de los 70°s se reconoce su territorio y se les concede
una zona de pesca exclusiva. En la Figura 11 se muestra un mapa de la ubicacion geografica de ios

seris.

Actualmente existen poco mas de 600 individuos seris y se han caracterizado por resistirse a
perder su identidad, su territorio y su autonomia. Mantienen su lengua con gran vitglidad y
continian incorporando nuevos términos para los elementos culturales que han tenido que admitir
en lugar de limitarse a adoptar las palabras del espafiol. La mayor parte de la poblacion es en la
actualidad bilingiie (espafiol) e incluso trilingiie (inglés). Sus costumbres son endogamicas y evitan
mezclarse con otros pueblos. Los principales contactos que sostienen con poblacién no indigena
son de caracter comercial y de servicios en Bahia Kino y Hermosiflo. Ademds tienen un contacto
intenso con extranjeros estadounidenses en el dmbito comercial y religioso. Las instituciones
gubernamentales han propiciado la formacion de consejos de indole politica que permitan la
interaccién con otros indigenas de Sonora. Nuaca han sido evangelizados formalmente y su
culiura carece de los elementos catdlicos que existen en otros grupos. Existen solamente dos
templos protestantes y la mayor parte se declaran practicantes de esta religién aunque sus ritos
continiian estrechamente relacionados con la naturaleza (46). Los principales problemas de salud
que los aquejan son enfermedades respiratorias y gastrointestinales, hipertension, desnutricidn,

enfermedades reumaticas, urinarias y diabetes tipo II (47).

El trabajo artesanal constituye junto con la pesca las principales actividades econdmicas del
grupo. La elaboracién de artesanias consiste en Ja talla de madera de palo fierro, el tejido de
coritas (canastos esféricos a veces de gran tamafio) v la elaboracion de collares. La pesca
comercial es redituable solamente de septiembre a mayo, el resto del afio se realiza pesca de

autoconsumo que se complementa con caza y recoleccion,
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Figura 11: Localizacion de los seris
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Tomado de Terrazas, Pérez, 1993 (46)

Su organizacion social incluye sistemas de ayuda reciproca para asegurar la supervivencia
total del grupo como el “kimusi” que da derecho a todo miembro del grupo a procurarse parte de
la comida que se consuma en cualquier parte de la comunidad sin requerir una invitacion previa, el
“kanoaz ana koit” que da derecho a pedir pescado a cualquier barca que regresa del mar o el
“amaj” en el que todos los miembros de la tribu cooperan para la organizacion de sus

celebraciones.
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Los konkaak se han caracterizado por su resistencia a perder su identidad, su temitorio y su
autonomia valiéndose de su fortaleza lingdistica, los mecanismos de cohesion y solidaridad
internos, las restricciones para que haya matrimonios con “yoris” (extranjeros) y la renuencia a
hablar de su vida ritual y mitologica que sigue profundamente ligada al mar y a fos ciclos de la

naturaleza (46).

3. Anaélisis basados en la reaccién de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha constituido desde su invencion por Kary
Mullis, en una herramienta fundamental en el campo de la biologia molecular. Sus aplicaciones
dentro de este terreno contintian en rapida expansion gracias a su simplicidad y versatilidad (48).
La PCR brinda la capacidad de amplificar segmentos especificos de DNA utilizando dos “primers”
o iniciadores de oligonucledtidos que hibridan flanqueando la regién que se va a amplificar cada

uno en el extremo 5° de una de las cadenas de la doble hebra de DNA.

La reaccién se Hleva a cabo mediante ciclos de temperaturas, comenzando con la separacién
de Ia doble cadena del DNA a 90-95°C (desnaturalizacién). Posteriormente se disminuye la
temperatura hasta una en la que los iniciadores puedan unirse a sus secuencias complementarias a
40-65°C (alineacion). Por Gltimo se calienta una vez mas la reaccion hasta 70-75°C (extension),
que ¢s la temperatura dptima para la accién de la Tag polimerasa; los iniciadores permiten que la
enzima Taq polimerasa una a los nucle6tidos trifosfatados presentes en of medio de manera que se
forma una cadena complementaria a la del DNA que sirve de molde. Este ciclo se repite una y otra
vez, lo cual produce un aumento exponencial del nimero de copias de la secuencia debido a que
los productos de un ciclo sirven de molde en el siguiente, duplicindose aproximadamente el

nimero de copias en cada ciclo (49).

Actualmente éxisten una gran variedad de métodos de tipificacion basados en la reaccién de

PCR La llegada de la PCR resulto fundamental para el desarrollo de otras técnicas mas exactas.

Los métodos que implican PCR pueden subdividirse en 3;
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L. Los que generan un producto que contiene los polimorfismos y que pueden identificarse
mediante una segunda técnica como por ejemplo: PCR-SSOP (tipificacion con

oligonucledtidos sintéticos de secuencia especifica), Dot-Blot reverso.

2. Aquellos en los que el polimorfismo es identificado directamente durante el proceso de
amplificacion como los métodos de: PCR-SSP (tipificacién con iniciadores de secuencia
especifica) y PCR-ARMS (tipificacion mediante un sistema de amplificacién de mutaciones

refractarias).

3. Analisis conformacional en el que diferentes mutaciones ocasionan cambios conformacionales
especificos en los productos de la PCR que se identifican por un analisis electroforético:
andlisis de heteroduplex, polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP),
electroforesis en un gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), o por electroforesis en gel de

gradiente de temperatura (TGGE) (50).

De estas técnicas, a continuacion se describen las que se usaron en este trabajo,

a. Tipificacién mediante iniciadores secuencia especificos (PCR-SSP)

El gran numero de copias que se generan en la reaccién de la PCR permite que pueda
visualizarse el producto de la amplificacién simplemente mediante una electroforesis. Debido 2 que
la accién de Ia Tag polimerasa requiere de la unidn del iniciador, si esta no se lleva a cabo (por no
haber complementariedad) o se lieva a cabo de manera deficiente (se une pero no hay una
complementariedad total y parte del oligonucledtido queda sin unir) la amplificacion no se lleva a
cabo. En este sentido hay que haéer notar que puesto que la polimerasa actiia en sentido 57> 3* se
requiere de una complementariedad perfecta en el extremo 3’ del iniciador mientras que el
extremo 57 puede tener algunas disparidades y adn asi levarse a cabo la amplificacién. En esto se
basa fa tipificacidn mediante iniciadores secuencia especificos (PCR-SSP). Para esto se
seleccionan iniciadores que permitan identificar modificaciones de una sola base en la secuencia
de! DNA haciendo que el (ltimo nucledtido del extremo 37 de uno de los iniciadores coincida
justamente con el nucledtido que se estd probando. La amplificacién se llevara a cabo dependiendo

de si coincide o no con la secuencia molde y se podra saber cual es el nucledtido que se encuentra
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en ese punto del DNA. La identificacién de los nucledtidos que diferencian un alelo de otro por
este método, permite saber cual es el alelo particular que existe de determinado gen y
frecuentemente se necesitan varias reacciones de este tipo para identificar polimorfismos en

distintos sitios (51,52).

En la Figura 12 se muestra esjquematicamente como se lieva a cabo la tipificacion. Si el
iniciador es complementario a la secuencia del DNA como se observa en la figura superior la Taq
se une e incorpora nucledtidos, pero si el iniciador no es complementario en su extremo 3°, como
se muestra en la parte inferior de la figura, no habra incorporacion de nuclettidos. Las reacciones
de amplificacion positiva y negativa pueden identificarse en un gel por la aparicién de una banda

del tamafio especifico del producto ampfificado.

Figura 12: PCR-SSP

b. Tipificacion mediante mutaciones refractarias (PCR-ARMS}

Una variante de esta técnica es el método de amplificacion mediante mutaciones refractarias
(ARMS) en el que para asegurar que si no existe complementariedad en el Gltimo nucteétido

(contando en sentido 5”-+ 3°) no haya amplificacién, se introduce una disparidad en el iniciador en
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una posicion cercana al extremo 3°, de manera que si el dltimo nucledtido es complementario haya
amplificacion pero en el caso de que no sean complementarios, las dos disparidades (la introducida
a proposito y la de la especificidad buscada) impidan totalmente Ia unién del extremo 37 del

iniciador, y el resultado es que no hay amplificacién (53,54).

En la Figura 13 se muestra esquematicamente el principio de-la PCR-ARMS: es muy similar
a la PCR-SSP pero como se puede observar hay una base desapareada que ocasiona que si el
extremo 3’ no es complementario se separe una gran porcion del iniciador impidiendo que la

reaccion se Heve a cabo.

Figura 13: PCR-ARMS

c. Tipificacién con sondas de oligonucleétidos (PCR-SSOP)

Una técnica de tipificacion con un principio distinto es en la que se utilizan la PCR en
conjunto con sondas de oligonucledtidos sintéticos secuencia especificos (PCR-SSOP). En este
caso, para la reaccidn de PCR se utilizan iniciadores que amplifican una regidn determinada del
gen a estudiar, pero a diferencia de Jas téctticas anteriores se eligen de manera que amplifiquen
todos los alelos que pueda haber del gen. El producto de la amplificacion se fija en membranas de

nylon en un formato de membrana conocido como Dot-Blot y posteriormente sobre estas
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membranas se hacen hibridar las sondas de ofigonucledtidos, de manera que si el DNA que se
encuentra en la membrana y la sonda poseen secuencias complementarias, la sonda se unira al
DNA. Para verificar la hibridacion las sondas se marcan ya sea radiactivamente o con upa
molécula que pueda ser reconocida com un anticuerpo conjugado a una enzima, para asi poner en
evidencia donde ha habido complementariedad. De esta manera, al hibridar con una gran variedad
de sondas se determina ¢l alelo del que se trata. En esta técnica la especificidad esta dada por lfas

sondas, no por los iniciadores (35).

En la Figura 14 se muestra la PCR-SSOP: La amplificacion resulta en un producto que se
detecta en un gel y se fija posteriormente a una membrana. Las sondas tienen una marca contra la
cual estd dirigido un conjugado de enzima-anticuerpo y la deteccién puede hacerse gracias a_la
accion de la enzima sobre un sustrato que en este caso provoca la emisidn de luz, la cual se

detecta sobre una placa de pelicula fotogrifica.

Figura 14: PCR-SSOP
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La tipificacion molecutar del MHC ha sido un gran avance y una necesidad fundamental, ya
que aunque los antigenos HLA se descubrieron primero serolégicamente y estas técnicas
contindan aplicindose, no permiten una discriminacion precisa entre los alelos como lo hacen las
técnicas moleculares. Ademas de que la definicién serologica esta sujeta a variables tales como la
calidad y disponibilidad de los antisueros apropiados (56). En estudios de correlacién entre los
resultados de serologia y tipificacion motecular se ha encontrado que las técnicas moleculares de
PCR-SSP y PCR-SSOP presentan una correlacién muy alta en los resultados obtenidos, mientras
que hay un porcentaje apreciable de discordancia entre los métodos moleculares y los serologicos

que en ciertos casos no permiten discernit correctamente los alelos presentes (57).
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IV. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Desarrollar y estandarizar las técnicas de tipificacion molecular para los genes clase I de 1os

loci HLLA-A y B del MHC vy aplicarlas a la definicidon de la estructura genética de una poblacion

indigena.

b. Objetivos particulares

1. Estandarizar la tipificacion molecular de clase I mediante ¢l uso de la PCR y la
hibridacién con sondas de oligonucledtidos sintéticos secuencia especificas (PCR-
SSOP); y haciendo uso de iniciadores secuencia especificos (SSP) y un sistema de

amplificacion mediante mutagiones refractarias (ARMS).

2. Analizar la correlacion entre los resultados de ambos métodos para verificar su

concordancia.

3. Definir mediante estas técnicas la estructura molecular de los genes clase 1 de la -

poblacion Seri del estado de Sonora,

4. Comparar el perfil genético de la poblacion seri con la de otras poblaciones para

determinar relaciones filogenéticas entre estas y la poblacion seri.
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V. HIPOTESIS

La tipificacion molecular de genes clase I del MHC debe dar resultados congruentes entre
los distintos métodos asi como presentar ventajas respecto a la tipificacién seroldgica en cuanto al

nivel de resolucion de alelos que sea posible alcanzar.

Ya que los seris constituyen una poblacion predominantemente endogimica y asilada, su
petfil genético debe encontrarse relativamente lejos del de otras poblaciones, particularmente de la
poblacion mestiza predominante en nuestro pais. Su relacién con otras poblaciones indigenas debe

estar en relacion con ¢l grado de parentesco etnoldgico que guarden entre si.

Las caracteristicas genéticas de los seris deben ser el resultado de las presiones
inmunologicas que su ambiente ha ejercido sobre eflos, por lo que los datos que se obtengan
pueden darnos algunas pistas sobre la manera como se desarrolla la seleccidn por patdgenos, con

¢l MHC como unidad de seleccién,
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Vi. METODOS

1. Poblacién estudiada

Se estudiaron 100 individuos seris perteriecientes a 25 familias de los poblados de
Desemboque, Punta Chueca e Isla Tiburén. Los 4rboles genealtgicos de cada una de las familias
con los individuos incorporados se muestran en la seccién de resultados del mismo modo que las

caracteristicas generales de la poblacion.

2. Toma de muestras

Tres miembros del personal de! Laboratorio Estatal de Salud Publica en Hermosilio
extrajeron 20 mL de sangre periférica con EDTA de cada uno de los individuos y se mezclaron
volumen a volumen con medio RPMI-1640 suplementado con suero AB y antibidtices. Las
muestras se enviaron al Departamento de Inmunogenética en la Ciudad de México, donde se
procesaron para extraer y purificar ¢l DNA. Todos los participantes en el estudio se sometieron a
-un interrogatorio preparado previamente que abarcé datos generales, lingiisticos, culturales e

historias clinicas del que se desprenden los datos resumidos en la Cuadro 10

3. Obtencién de DNA a partir de sangre periférica (58)

i. Congelacién

1.  Preparar la mezcla de congelacion, Por cada mL de suspension celutar se prepara 1 mL
de mezcla que contiene:

0.6 mi. Medio RPMI 1640 (con antibidticos)

0.2 mL 8TF o suerc AB

0.2 mi. Dimetilsulfoxido

L.a mezcla debera permanecer a 4°C para disminuir su toxicidad.
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Colocar hiele picado en un recipiente y enfriar dos o mas criotubos.
Agregar 1 mL de la mezcla de congelacion a cada criotubo, y mantener en bafio de hielo.

Ajustar las células obtenidas por separacién con Ficoll-Hypaque o las subpoblaciones ya
purificadas de linfocitos T y B, a una concentracion de 5x10° cel/mL con medio RPMI.

Adicionar lentamente 1 mL de suspensién celular lentamente sobre la mezcla de
congelacidn, estratificando cuidadosamente para formar una interfase.

Mezclar los viales asi preparados invirtiendo lentamente, Se tapar bien.

De inmediato se introducir al etanol frio (4°C) cuidando de que el alconol no penetre en
ef vial y dejar durante 2 horas a -70°C.

Después pasar al tanque de nitrdgeno liquido (-196%C) para su almacenamiento.

ii. Descongelacién

8,

9.

El DNA se extrajo a partir de las células mononucleares siguiendo este procedimiento.

Preparar un bafio maria 2 36-37°C,
Sacar inmediatamente el vial del tanque de nitrégeno liquido,
Sumergir en el bafio maria v agitar.

Cuando casi desaparecen totalmente los cristales de hielo, vaciar el contenido lentamente
y con agitacién manual a un tubo de ensayo que se mantiene a 4°C y que contiene medio
RPMI con 10% de STF o de suera AB.

Mezclar suavemente

Centrifigar a 1,500 epra por 5 minutos.

Decantar ¢l sobrenadante.

Afadir amortiguador de lisis de globulos blancos (WCLB) hasta 15 mL.

Incubar a 42°C toda la noche en bafio maria.

iti. Lisis y obtencién de ntcleos (58)

La lisis tiene por objeto eliminar las células rompiendo primeramente fa membrana

citoplasmica de los gldbulos rojos y después la de los glébulos blancos para quedar finalmente tan

solo con los nicleos de estos.
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1. Vaciar 20 mL de sangre a un tubo marcado de 50 mL.
2. Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min a 4°C y separar el plasma.

3. Con una pipeta Pasteur descchable transferir cuidadosamente la capa de células blancas
“buffy coat” a otro tubo (no importa pasar también algunos eritrocitos).

4. Agregar solucién de lsis I hasta Hlenar el tubo, agitar suavemente.

5. Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min a 4°C. Desechar cuidadosamente el
sobrenadante.

6.  Repetir los pasos 3 a 5 hasta que queden las células blancas libres de eritrocitos
{generalmente con 2 fisis es suficiente),

7. Al paquete de células blancas s les agrega solucion de lisis II, se agita para desprender el
paquete. Se completa el volumen del tubo con la solucién de lisis IL

8. Centrifugar a 3,000 rpm durante 15 min a 4°C. Desechar cuidadosamente el
sobrenadante. En et fondo def tubo se encuentra el paquete de nicleos.

iv. Obtencion de DNA por digestién con Proteinasa K (58)
En este paso se rompen las membranas nucleares con lo que el DNA se libera. La accion de

la proteinasa K rompe las histonas y evita que el DNA sea atacado por nucleasas,

1. Resuspender el boton de leucocitos o de niicleos en 1 mL de SSC 1X.
2. Aifadir 4 mL del amortiguador de lisis para globulos blancos (WCLB).
3. Dejar incubanclo toda la noche a 53°C en bafio maria.

v. Extraccion con fenol/cloroformo (58)
Esta extraccion tiene como finalidad obtener el DNA libre de impurezas y los resios de las

proteinas y proteinasa K del paso anterior.

1. Afiadir un volumen equivalente (v/v) de una solucién con fenol saturado,
2. Agitar 10 minutos manualmente de manera suave hasta obtener una emulsién completa.

3. Centrifugar 15 min a 3,000 rpm {1,600 xg) a 4°C.
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4. De ser posible, colocar los tubos en hielo al terminar.

5. Tomar la fase superior y pasarla a un tubo limpio (Cuidado de no tomar la interfase).
6.  Hacer una segunda extraccién con fenol saturado de [a misma manera.

7. Pasar la fase superior a un tubo limpio.

8.  Extraer dos veces con fenol/cloroformo (v/v) centrifugando durante 15 min a 3,000 rpm
a4°C.

9. Pasar la fase superior a un tubo limpio,
10. Hacer una altima extraccién con cloroformo/aleohol iscamitico (24:1) (viv).
il. Centrifugar 15 min a 3,000 rpm a 4°C,

12. Pasar la fase superior a un tubo nuevo.

vi. Precipitacion con isopropanol absoluto (58)

Como paso final de ta purificacién se precipita el DNA de la siguiente forma.

1. Afiadir NaCl 5M para obtener una concentracién final de 100 mM.,
2. Adicionar un volumen de isopropanol absoluto.

3. Agitar suavemente hasta que el DNA forme un precipitado blanco. La precipitacion
terminar4 cuando este flote.

4. El DNA flotante se puede recoger con una varilla de vidrio que tenga la punta curva o la
punta de una micropipeta.

5.  Lavar 10 veces en etanol al 70% frio sumergiendo y sacando la varilla con el DNA,
6.  Se deja secar ¢l DNA en la varilla colocandola invertida (con et DNA hacia arriba).

7. Cuando ya no hay exceso de etanol, resuspender el DNA en I mL de TE dejando la punta
de la varilla con ¢l DNA. dentro del TE del tubo y retirandola cuidadosamente cuando el
DNA empieza a hidratarse y resbala de la varilla.

8.  Para que el DNA se resuspenda completamente, puede dejarse 2 6 3 dias a 4°C o varias
horas en agitacion continua a 65°C.

9. Para obtener [a concentracion del DNA se lee a 260 nm. Multiplicar la lectura por 50 y
expresar en pup/mL. Puede leerse todo ¢l DNA o hacer una dilucién (1:100 6 1:50).

50



4. Tipificacion de tos loci HLA-A y HLA B mediante PCR-
SSOP (59)

Se utilizo el método disefiado por Middleton y col. para el trabajo del 12° Taller

Internacional de Histocompatibilided realizado en Francia en junio de 1997. Este método se utilizé

para la tipificacion de clase I de los loci A y B de acuerdo con el siguiente protocolo:

a. Amplificacién del DNA por PCR

Cuadro 4: Iniciadores para los locus HLA-A y HLA-B

Iniciador Secuencia Tamaiio del producto

HLA-A 857 pb

Al

5/- gaqg ggt cgg gcg/a ggt ctc agc ca -3'

ALAW 5/~ tgg ccc ctg gta ccc gt -37

HLA-B ' 593
BI 5~ gac¢ gac acc cag ttc gtg a -3/
B2 5'- gac gac acg ctg ttc gtg a -3’
D1 5'- gcc gcg gtc cag gag ct -3
D2 5'- geg geg gte cag gag cg -3'
D3 5'- gcg geg gte cag gag ct -37
D4 5'.- gece geg gte cag gag cg 37

i. Preparacion de la mezcla de amplificacién

Por cada DNA a tipificar preparar la siguiente mezcla de amplificacion:

Locus A:
dNTPs 10 uL
Amortiguador 10X 10 pL
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MgCl> 6 uL
iniciador Al 1 uk
iniciador ALAW 1 pL
Tag polimerasa 04 pl
H,0 68.6 uL
DNA 3 uL
Locus B:

dNTPs 10 pL
Amortiguadori0X 10 uL
MgCIz 4 j.I.L
iniciador B1 1 ul
iniciador B2 1 uL
Iniciador D1 1 uL
Iniciador D2 1 ul
Iniciador D3 1 pL
Iniciador D4 1 pL
Taq polimerasa 0.4 nL
H0 66.6 pL
DNA 3 ub

Las cantidades de esta mezcla estdn calculadas para la amplificacion de una sola muestra.

Los calculos deberdn hacerse de acugrdo al nimero de muestras a amplificar.

1.  Descongelar los componentes de la mezcla en un bafio a 37°C excepto la enzima que se
debe dejar en el congelador hasta el momento de usarse.

2. Agregar en un tubo los dNTPs, el amortiguador, el MgCl, y los iniciadores. Mezclar y
centrifugar.

3. Enlos tubos en los que se llevara a cabo la amplificacion distribuir ¢l agua y los DNAs.

4. Distribuir la mezcla en los tubos con el DNA, agregar dos gotas de aceite mineral y
centrifugar durante 10 seg antes de introducir en el termociclador.
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it. Amplificacién de las muestras

Se empled un termociclador MJ Research PTC-200 con los siguientes programas de

amplificacion;
Locus A: Locus B;
96°C 3 min 96°C 3 min
96°C 1 min +—) 96°C 1 min *—
60°C 45 seg 35 ciclos 56°C 45 seg 30 ciclos
72°C 1 min 72°C tmin —
72°C 5 min 72°C 5 min

iii. Verificaci6n de la amplificacién

1.

Upa vez terminada la amplificacion se preparar un gel de agarosa al 2% en TAE 1Xy
bromuro de etidio (10 pg/ul) 2.5 uL por cada 50 mL de solucidn.

Correr 10 ul de la reaccion de amplificacion con 5 nl. del amortiguador de corrimiento
LB 5X.

Para verificar el tamafio de las bandas obtenidas incluir como marcador de peso molecular
3 pl de fago $X 174 digerido con Haelll, 7 pL de agua y 5 pL de LB 5X.

Correr las muestras a 90 V. durante 1 hora.

Con la ayuda del transiluminador debera observarse una sola banda cuyo tamatfio debe
corresponder al esperado.

bh. Elaboracion del Dot-Blot

i. Preparacién de las muestras

1.

Colocar en cajas de hemaglutinacion de 96 pozos 80 uL del producto amplificado (o mas
dependiendo de la eficiencia de la amplificacion).

Afladir 470 uL de TE con azul de bromofenol o agua bidestilada estéril (o lo necesario
para 550 pL finales.

Tapar con parafilm la caja y guardarla a 4°C hasta su uso. E1l DNA en la caja no debe
guardarse mas de un dia porque el liquido tiende a evaporarse.
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ii. Sembrado de las muestras en la membrana

1.  Humedecer la membrana en SSPE 10X.

2. Montar en la cimara de Dot-Blot un papel filtro Whatman 3MM, la membrana y
finalmente la tapa. Ajusiar con los tornitlos.

3. Conectar ef vacio y colocar 100 uL de TE a cada pozo. Dejar 1 min y quitar el vacio,

4, Colocar 50 ul. de la muestra a cada pozo con una pipeta maltiple de 50 pL. Conectar el
vacio.

5. Agregar 100 uL de TE o agua a cada pozo y desconectar el vacio.

6. Repetir este proceso para las 10 membranas.

7. Dejar secar las membranas a temperatura ambiente sobre un papel filtro.
fii. Desnaturalizacion y fijaciéon del DNA

1. Incubar as membranas en NaOH 0.4, 10 min a temperatura ambiente.

2. Neutralizar con SSPE 10X, 10 min a temperatura ambiente,

3. Secar las membranas a 80°C durante 2 h. (sin vacio).

4. Transiluminar cada membrana con luz UV, 3 min a temperatura ambiente.

5. Almacenarlas en una bolsa de plastico a temperatura ambiente hasta su uso.

¢. Marcaje de los oligonucléotidos

Las sondas fiseron disefiadas por Derek Middleton y su grupo en el Servicio Regional de
Tipificacién de Tejidos de Irlanda del Norte para e XII Taller Internacional de
histocompatibilidad. Para €l locus A se usaron 25 sondas cuyas secuencias se enlistan en el Cuadro

5, y para el locus B se usaron 23 sondas descritas en el Cuadro 6.
El marcaje se realiza con ddUTP-digoxigenina y desoxinucleotidil transferasa (TdT).

La mezcla de [a reaccién de marcaje varia dependiendo de la concentracién a la que viene la

sonda sin marcar para que la sonda marcada quede a una concentracion final de Ing/pL.,
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Concentracion de 40.6 pM/uL 27.5 pM/pL 20 pM/ulL 10 pM/uL
la sonda

Amortiguador 4 pL 4 uL 4 uL 4 uL.
CoCl; 4 pL 4uL 4 L 4 ul,
ddUTP-DIG 1 pl 1L Tul 1yl
TdT 1pL 1L 1yl 1puL
H0 7.5uL 6.3 uL SuL ouL
Sonda 2.5uL 3.7ul 5pl 10 ul

1.  Descongelar los componentes de la mezcla en bafio matia a 37°C a excepcion de la TdT
que solo debe sacarse del congelador en el momento de ser usada.

2. En microtubos de 0.5 mL adicionar el agua y la sonda. Etiquetar los tubos.

3. Preparar la cantidad apropiada de acuerdo al nimero de sondas a marcar de la mezcla de
amortiguador, CoCly, ddUTP-DIG y TdT, mezclar y centrifizgar.

4.  Distribuir esta mezcla en los tubos con el DNA.
S,  Incubar I hora a 37°C en baiio maria.

6.  Agregar 80 X de H,O y almacenar a -20°C.
d. Prehibridacién e hibridacién

1. Colocar las membranas donde se sembré el producto del PCR en tubos de 15 mL.
Agregar 5 mL de la solucion de prehibridacion.

2, Prehibridar a 42°C durante 4 horas.

3. Agregar la cantidad correspondiente de la sonda que se vaya a probar e hibridar a 42°C
durante toda la noche.

4. Sacar fa membrana del tubo y lavarla dos veces con 2X SSPE/0.1% SDS durante 5 min a
temperatura ambiente.

5. Introducir la membrana en una bolsa, aftadir 5X SSPE/G.1% SDS y sellar la bolsa sin
guardar burbujas en su interior.

6. Sumergir en un bafio maria a la temperatura de lavado de la sonda durante 30 min.
7. Lavar con amortiguador 1 durante 5 min a temperatura ambiente.
8 Incubar una vez con amortiguador 2 durante 30 min a temperatura ambiente.

9. Incubar en amortiguador 2 con el anticuerpo anti-DIG 1:10 000 durante 30 min a
temperatura ambiente.
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10. Lavar 2 veces en amortiguador 1 durante 15 min a temperatura ambiente.

11. Equilibrar con amortiguador 3 durante 5 min a temperatura ambiente.

12, Incubar en amortiguador 3 mas CSPD (1;500) durante 5 min a temperatura ambiente.
13.  Eliminar el exceso de CSPD.

14. Poner la membrana en una bolsa nueva de hibridacion y sellarla.

15. Incubar a 37°C durante 30 min y otros 30 min a Tawes.

e. Exposicién y revelado

1.  Exponer las membranas que se colocan en fa bolsa de plastico sobre una placa
radiografica dentro de un cassette de exposicion de 5 - 60 min a temperatura ambiente.
Todo este proceso se realiza en un cuarto totalmente obscuro.

2. Transcurrido ef tiempo de exposicion, abrir el cassette en completa obscuridad y colocar
Ia radiografia en el recipiente que contiene al revelador durante 2 minutos; enjuagar en
agua, pasar la placa a la solucion fijadora también durante 2 min, volver a enjuagar la
placa en agua y dejar escurrir hasta que se seque.

3.  Dependiendo de la intensidad de las manchas se puede aumentar o disminuir el tiempo de
exposicion de la placa.

4. Analizar los resultados.

f. Deshibridacion

1. Lavar en agua destilada durante 3 min a temperatura ambiente.
2. Lavar dos veces en NaQOH 0.4 M, durante 20 minutos a 53°C
3. Lavar dos veces en SSPE 2X durante 3-5 min a temperatura ambiente.

4.  Conservar las membranas con TE en una bolsa setlada a -20°C.
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Cuadro 5: Sondas para el locus HLA-A

Sonda 5r - 3¢ Tlavado pM Exén Posicion
°C usados
w A94 ttc ttc aca tcc gtg te 50 20 2 22 . 38
A E6R gag agg cct gag tat 46 20 2 163 - 177
B 62LQ tgg gac ctg cag aca 48 20 2 178 - 192
C 62G gac ggg gag aca cgg 52 20 2 181 - 195
0 62RN gac cgg aac aca cgg 82 10 2 181 - 185
D 62EG gag gag aca ggg aaa 48 20 2 184 - 198
Y A2768 4ggc cca cte aca gac t 52 25 2 204 - 219
g 73l tea cag att gac cga 45 20 2 241 - 225
X A200 ctg acc gag tgg acc t 52 20 2 218 - 233
R A26 tga ccg age gaa cct g 52 20 2 219 - 234
F 778 9ag adc ctg cgg atc 50 3 2 226 - 240
T 88V cac acc gtc cag agg 48 10 3 7 - 21
P 114EH tat gaa cag cac gcc 45 16 3 67 - 81
G 131R cgc tct tgg acc gcg 52 20 3 121 - 138
H 142TK acc acc aag cac aag 46 20 3 154 - 168
! 148T tgg gag acg gcc cat 50 20 3 169 - 183
J 150V gag gcg gtc cat gog 60 30 3 172 - 188
K 15IR  gcg goc cgt gtg geg 58 10 3 175 - 189
N 156Q gag cag cag aga gcc 52 10 3 190 - 204
Q 156W gag cag tgg aga gcc 50 5 3 190 - 204
L 161D ctg gat gge acg tgc 50 20 3 208 - 222
v AS551 tgg agg gca cgt geg t 54 20 3 209 - 224
M 163R gag ggc cgg tgc gtg 54 10 3 211 -225
S A365 ggc gag tge gty gag tgg ¢ 68 5 3 214 - 232
t A357 4ggc gag tgc ¢gtg gag ggg ¢ 68 5 3 214 - 232
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Cuadro 6: Sondas para el locus HLA-B

Regién Sonda 5 - 3¢ Tiavado pM Exén  Posicidén
polim. °C  usados
A 09 gag tcc gag aga gga gcc 60 3 2 122 - 139
A 01 9gag gaa gga gcc gog ggc 64 10 2 128 145
A 02 gag gac gga gcc ccyg ggo 86 20 2 128 145
A 07 gag gat ggc gce ceg ggce 66 30 2 128 145
B 24 ggg aga cac aga tct cea 58 20 2 184 201
B 25 gga aca cac aga tct cea 56 3 2 184 201
B 03 aca cgg aac atg aag gcc 56 10 2 189 208
B 05 aca c¢ag atc tte aag acc 54 7 2 189 206
‘B 08 aca cag atc tgc aag acc 56 10 2 189 206
B 10 gat cta caa gge cca gge &8 5 2 194 211
B 12 atc tgc aag gec aag gea 56 20 2 185 212
c 13 act gac cga gag agce ctyg 60 7 2 216 233
c 17 act tac cga gag agc ctg 56 10 2 216 - 233
Cc 18 act gac cga gtg age ctyg 58 10 2 216 233
b 20 agc gga gcg cgg tgo gea 64 20 2 232 249
D 21 cgg aac ctg cgc ggc tac 62 20 2 234 251
D 22 cgg acc ctg ctc cge tac 62 15 2 234 251
D 23 cgg atc gcg ctc cge tac 62 20 2 234 251
E 27 ctc aca ctt ggce aga gga 56 10 3 4 21
E 28 cca gtg gat gta tgg ctg 56 20 3 14 31
E 26 ctg cga cct gyg gcc cga 62 30 3 29 46
F 29 ctc cgc ggy cat gac cag 64 30 3 57 74
F 30 ggc ata acc agt tag cct 54 25 3 64 81
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Cuadro 7: Patrones de reaccion de las sondas para el locus HLA-A

Sondas

Alelos
*0101
*0102
*0201
*0202
*0203
*Q20417
*0205
*0206/10
*0207/15
*0211
*0212/13
*0214
*02186
*0301
*0302
*1
*2301
241
*2404
*2408
*2407
*2501

+ + %

+ o+ + o+ &+

+ F o+ o+ o+

+

ABCDEFG

+

+ + + + 4+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ o+
P T T I T T

+ + + + + + + 4+ 4+

H

+*

JKLMNOPQRSTUYV

+

+

+

+

+

+

+ F o+ o+ 4

+ o+

+

+ o+

+ + o+

+

WXY
+ +
+
+ +
+ +
+ +
+ +
+
+
+ +
+
+ +
+
+ +
+ +
+ +
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Cuadro 6 (Continuacion)

HLA-A

Sondas

Alelos
*2601/02
*2603/05
*2604
*88
*6901
“29 +
*3001 +
*3002 +
*3003

*3004/05 +
"3t +
=3204

*33

*3401

*3402

*3601

*4301 +
“§601

6602

*7401

“8001

ABCDETFGH

+

+ 0+ + o+ e

+ + + + 4+ + o+ &

+ + o+ 4+

+

+ + 4+

J

KLMNOPQRSTWYU

+

4

+

+

+

+ o+ o+

+

+

+

+

+

vwiX

+ o+ 4+ + + o+ ¢+ o+ o+ + o+ o+

-
+

+ o+ o+ =
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Cuadro 8: Patrones de reaccion de las sondas para el locus HLA-B

Sondas
A B c D E F
Alelos 010207 050324 25050810 12 13 17 182021 22 23 26 27 28 29 30

*0702/04 + + + +
0703
*0T05/8101
0801
3302

*13 + + +
*14
"8 + * + +
27.1
2702
*2706
*2708
35.1

352
*3512
*3701
*3801
*3802
3841
*39021/22
*3905/07
*3%08
401
*4003
*4007
*4101
“4102
*4201/67 + + +

4.1 + + +
*4408 + + ) +
*4501/5001 + + + + + +
*4601 + + +

*4701 + + +

+ +
+ + +
+ +

+ o+ 4+ + + + ¥+
+
+
+
re

o+

* + + +
+
+ o+ 4+
+ + + +
+

F + + o+ 4+ o+

+ + + + + + +

+ + + o+ 4
+
£ 4 4+ + + + + + + +

61



Cuadro 7 (Continuacion)

HLA-B Sondas
A B C D E F

Alelos 010207090324 2505081012 1317 18202122 2326 27 286 29 30
4801 + + + +
*4802 + + + + + +
*£901 + +
*51 + +
*52
*5301 + +
*L5/56 + + + + +
*5701 +
871 +
*6801
*5802/03 +
“5901 + +
15.1 + +
*1802 + +
“1503 + +
*1506/28 + +
*1508 + +
*1509 + +
*1510/18 + +
*1511/28
“1513
*{515
*1518
*1520
*1521
*1622 +
*§523 + + +
1524 + + +
*1529 + + +
7301 + +
*7801 + + +
*7802 + + +

+
+*
+ + + 4+

+ + + 4+
+ + + + 4
S

o+ o+ o+ o+
+ 4+ o+
+ A T R
+ + + ¢ +

+ 4+ + +
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5. Tipificacion mediante PCR-ARMS / PCR-SSP para el locus
HLA-A (60)

Esta parte del trabajo se realizd utilizando las mezclas del equipo de tipificacion de genes
clase I por ARMS-PCR disefiado para el 12° Taller internacional de histocompatibilidad (60). Para

el locus HLA-A el equipo comprende 32 mezclas.

a. Ampilificacion del DNA

Para cada DNA por cada mezcla a amplificar preparar la siguiente mezcla:

Glicerol 0.5 pL
H,0 417 L
TDMH 5 uL
Taq 008 pub
DNA 0.25 pL
Mezcla de los iniciadores 10 ul

1.  Descongelar los componentes de la mezcla en un bafio maria a 37°C excepto la enzima
que se debe dejar en el congelador hasta el momento de usarse.

2. Colocar en estos tubos 10 pl de cada una de las mezclas de iniciadores que se van a
utilizar. En el Cuadro 9 se indican las mezclas y las condiciones para la amplificacion de

cada una.

3. Enotro tubo preparar la mezcla de glicercl, agua, TDMH y Taq polimerasa en la
cantidad necesaria para la cantidad de tubos que se van a amplificar, agitar y centrifugar.

4.  Distribuir esta mezcla en tubos en los que previamente se ha colocado la cantidad
apropiada del DNA para el niimero de mezclas a amplificar. Agitar y centrifugar.

5. Distribuir la mezcla en los tubos con los iniciadores, agregar una gota de aceite mineral y
centrifugar durante 10 seg antes de introducir en ef termociclador.

i. Amplificacién de las muestras
Se empled un termociclador MJ Research PTC-200° con los siguientes programas de
amplificacién, El programa usado depende de la temperatura optima que se determiné para cada

mezcla.
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63°

96°C 1 min

96°C 30 seg e
63°C 1 min
72°C 45 seg
72°C 10 min

65°:

35 ciclos

96°C 1 min

96°C 30 seg g
65°C 1 min
72°C 45 seg
72°C 10 min

a7

35 ciclos

96°C 1 min

96°C 30 seg o . .
67°C 1 min
T2C45seg o
72°C 10 min

35 ciclos

b. Electroforesis en gel de agarosa (58)

Durante la amplificacion se prepara un gel de agarosa al 2% en 1X TAE.

1.  Colocar una alicucta de 10 pL de cada una de las reacciones realizadas en una placa de
hemaglutinacion,

2. Afiadir 5 ul de LB a cada uno.

3. Aplicar el DNA amplificado de cada muestra cuidadosamente en cada uno de los pozos
colocando en uno de ellos $X174 digerido con HaelIL

4, Correr a 100 V durante 60 min.
5. Colocar el gel directamente sobre un transiluminador UV 254nm.
6.  Fotografiar,

7. Analizar los resultados.

64



Cuadro 9: Mezclas de iniciadores y temperaturas de alineacion pata

PCR-ARMS/SSP
Mezcla Especificidad Producto (pb) 63°C €5°C 67°C

1A AMQ1 5774 +

2A A*3601 £§63 +

3A A*02 813 +

4A A*03 626 +

5A A*23 585 +

B8 A A*24 585 +

7A A*25 398 +

8A A*26 400 +

9A A*25/26/34/66 438 +
10A A*34/66 417 +
11A A*4301 440 +

12A A1 518 +

13 A A*68/6901 445 +

14 A A"6801/3402 426 +

15 A A*B802 623 +

16 A A*6901 405 +
17A A*29 515 +

18 A A*30 560 +

19 A A*31 418 +
20 A A*3201 421 +
21A A*33 461 +

22A A*3201/7401 494 +
23 A A*29/31/33/7401 414 +
24 A A*8001 543 +
25A A*02/23/24/68/69 448 +
26A NO A*02/23/24/68/69 446 +
27TA A*0202 580
28 A A*0203 553
29 A A*0212M13 574 +

30A A*0207 404 +
31 A A*0202/05/08/14 479

3ZA A*0201/04/06/07/09/10/11/14 574
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6. Asignacién de alelos

La interpretacion de los resultados de la tipificacién PCR-SSOP se hace comparando las
reacciones de cada DNA con cada una de I2s sondas con los patrones de reaccion, considerando
que cada individuo puede tener dos alelos distintos en cada locus. Para mayor exactitud se utiliza
ademas el programa de computadora para tipificacion SSO de F. Williams. Por medio de este
sistema se interpretaron 100 muestras de seris. Todos los que fueron tipificados por PCR-ARMS

se retipificaron por este sistema, con el objeto de validar las asignaciones por ambos métedos.

En el caso de la tipificacion PCR-ARMS, la asignacién de cada uno de los alelos se hace de
acuerdo a Ia prosencia o ausencia de bandas del tamafio apropiado para cada una de las mezclas,
Todas las mezelas incluyen iniciadores de control interno que dan un producto de 256 pb. Para
que el resultado de una mezcla se tome en consideracion, la banda control deberd estar siempre
presente ya que funciona como control de la amplificacion. Segiin ¢l protocolo original, fas 32
mezclas debian probarse simultidncamente con cada DNA para obtener la tipificacion final, pero
¢on ¢l objeto de ahorrar reactivos y enzima se disefié un procedimiento secuencial de manera que
los resultados de {as primeras reacciones determinaran cuales se realizarian a continnacion (Figura
15). De esta manera no es necesario efectuar todas las mezcias para cada una de las muestras. Por

medio de este proceso se logré la tipificacion de los DNAs de 27 individuos.

En la Figura 15 se muestra la secuencia en que se probaron las distintas mezclas de
iniciadores para la PCR-ARMS de manera que se optimizara el nimero de reacciones a realizar.
Como primer paso se realizaron las reacciones de las mezclas 23A, 25A y 26A y dependiendo de
los resultados de estas se seleccionaba el siguiente juego de mezclas a probar y dependiendo de los
resultados de estas reacciones podia ser necesario un tercer juego de reacciones para legar 2 la

tipificacion definitiva.
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Figura 15: Secuencia de prueba de las mezclas de iniciadores

23A- | 123A+( | 23A- 23A +{ | 23A -
25A 4| | 25A+| | 25A+ | | 2bA - 25A -
26A- ] |26A+| |26A+| | 26A+| | 26A +

L4 % N v
3A BA 17A 21A 9A 12A
5A 13A 19A 22A 1A 18A

i

3A+ 13A + 9A + Todas
i ] I ' I—‘—-] negativas
Y 9 v 1
27A 30A 14A 24A T1A 24A BA
28A 31A 15A 20A 2A 20A 14A
29A 32A 16A 1A 22A
2A

Los niimeros que se indican corresponden a los codigos de identificacion de las mezclas de
iniciadores que se muestran en el Cuadro 9.

La asignacion de los alelos se realizé de acuerdo con los resultados del PCR-ARMS y PCR-
SSP. En los casos en que existian ambigiiedades se consultaron los drboles genealdgicos para
analizar cuidadosamente la segregacion, de esta forma si alguno de los alelos involucrados en fa
ambigiiedad no pudo provenir de uno de los padres se le descarta. En algunos casos persistio la
ambigiiedad ya sea porque fos alelos presentes en la familia no lo permitian o porque el grado de

resolucion no permite la definicion del alelo.

7. Armado de haplotipos

Para armar los haplotipos se consideraron también Jos resultados de clase II de los foci
HLA-DRB1, HLA-DQA1 y HLA-DQBI, adem4s de los promotores de DQA y DQB. Estos datos
fueron determinados en un trabajo previo por el grupo del Departamento de Inmunogenética.
Tomando estos resultados en conjunto con los arboles genealdgicos se analizé cuales de los alelos
segregaban juntos de los padres a los hijos de cada familia para poder asignar inequivocamente

cada haplotipo.
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8. Analisis estadistico
Las frecuencias génicas se obtuvieron mediante cuenta directa para las familias y por medio

de la férmula de Haldane para los individuos no relacionados {(61).
Fg=1-+1-4

Donde Fg es la frecuencia génica y A es la frecuencia del alelo en Ja poblacién determinada

como porcentaje,

a. Distancias genéticas

Las distancias genéticas se obtuvieron a partir de las frecuencias génicas de los distintos
alelos en cada uno de los loct, utilizando los datos publicados para clase I y clase Tl entre las
siguientes poblaciones: china(62), japonesa (63), inuit (Alaska)(64), toba (Argentina), wichi
(Argentina) (65), indios del noroeste de argentina (66), terena (Brasil) (67), guarani (Brasil) (68),
kaingang (Brasil) (69), lacandones (México) (70), mestizos mexicanos (71), seri (México) (72),

bari (Venezuela) (73), mestizos venezolanos (74) y warao (Venezuela) (75).

Las distancias genéticas se calcularon utilizando el programa DISPAN que calcula las
distancias basindose en las diferencias de frecuencias génicas por el método descrito por Cavalli-
Storza y Bodmer (76). Las formulas implicadas en el calculo de las distancias genéticas se

describen a continuacion.
Cos @, :Z\/P,j xP,

d,=.1-cos®

Py: Frecuencia génica de un alelo dado en [a poblacién j.

Py Frecuencia génica de un alelo dado en la poblacién k.

d: Distancia genética.

Estos resultados se expresan graficamente como un rbol filogenético en el que la longitud

de las ramas que separan una poblacién de otra representan la distancia genética entre ellas (77).
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VIi. RESULTADOS

A continuacion se muestran los resuitados de este trabajo;

En e Cuadro 10: Caracteristicas generales de los Seris, se muestran las caracteristicas
generales de los seris obtenidas a partir de los cuestionarios realizados a todos los individuos que

participaron en el estudio.

Se debe notar que la gran mayoria de los participantes en el estudio (92%) son hijos de
ambos padres seris, lo que nos indica que este grupo se mantiene en un relativo aislamiento y esta
endogamia v el bajo mestizaje que resulta de elia, hace que los seris contimien teniendo un perfil
genético diferenciado de la poblacion gemeral de mestizos mexicanos ¢ incluso de otras

poblaciones indigenas de México.

Los problemas de salud més sobresalientes entre eflos son los de caracter infeccioso, debido
a las pobres condiciones de higiene en las que viven, y llama la atencidn que hay una frecuencia

elevada de algunas enfermedades cronicas como la hipertension y los padecimientos alérgicos.

No se encuentran entre ellos los elementos catdlicos comunes a otras poblaciones indigenas
porque nunca fueron propiamente conquistados y evangelizados. Como resultado de la influencia
proveniente de los Estados Unidos, 90% de ellos se declaran protestantes, El 21% de alcoholismo
reportado, no representa un problema de adiceidn sino gue se refiere ala ingesta ocasional de

alcohol.
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Cuadro 10: Caracteristicas generales de los Seris

Familia lingQistica

Ambos padres seris

Poblade¢ (nacimiento-residencia)

Desemboque
Punta Chueca
Isla de Tiburdn
Hermosillo
Bilingles (seri-espafiol)
Mujeres/Hombres
Edad
Religién Protestante
Tabaquismo
Alcchelismo
Problemas de salud
Infecciones virales
Infecciones respiratorias
Hipertensidn
Alergias
Parasitosis
Enf. reuméticas
£nf. urinarias

Diabetes tipo Il

Hokano-Coahuitleca

92%

47% - 81%
25% - 18%
7%
7%
96%
65% 35%
X= 38 afios (d.s. 18)
90%
19%
21%

75%
52%
38%
35%
23%
15%
13%

8%

70



En la Figura 16; Arboles genealogicos de los individuos incluidos en el estudio, se
esquematizan los arboles genealdgicos de los 91 individuos con relaciones familiares entre ellos,

generados en base a los datos suministrados en los cuestionarios.

Como se ve, debido a las caracteristicas primordialmente endogamicas de ia poblacién, los
individuos guardan gran refacion familiar unos con otros y los drboles familiares est4n muy inter-
relacionados. En algunas familias se logran estudiar hasta cuatro generaciones (familias 1, 2 y 3).
Esto nos resulta muy util, ya que trazando la segregacion de los alelos de los distintos loci nos es

posible dilucidar los haplotipos que se encuentran en la poblacién.

Figura 16: Arboles genealogicos de los individuos incluidos en el
estudio
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Figura 16 (Continuacion)
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Figura 16 (Continuacion)
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Ademds de los individuos comprendidos en estas familias se estudiaron 11 individuos mas no
relacionados familiarmente con el resto.

En el Cuadro 11: Tipificacion de los loci A y B en Seris, se presenta ¢l sumario de los
resultados de la tipificacién para cada uno de los sujetos de estudio mediante las técnicas de PCR-

ARMS / PCR-SS0OP.

Ya desde estos datos crudos salta a la vista la alta frecuencia de individuos que son
portadores de los alelos A*0201 y B*3501, que son los alelos prevalentes para los loci A y B
respectivamente en esta poblacion. En ef caso de los alelos A*02 estos no tienen asignado un

subtipo, por lo que podrian ser también A*0201 u algin otro subtipo det A2,

En los casos en que el resultado se expresa como dos nimeros separados por una diagonat
como A¥68/69 o B*3501/12, esto quiere decir que en dichos casos no fire posible discernir entre
los atelos por las combinaciones posibles de alelos en los patrones de reaccion (Cuadro 7 y Cuadro
8). Verificando la segregacién de alelos dentro de una misma familia, algunas de estas

indeterminaciones pudieron ser resueltas, pero otras debieron permanecer sin resolver.

En la Figara 17: Frecuencias génicas de los alelos HLA-A en Seris, se muestran
graficamente las frecuencias génicas estimadas por cuenta directa a partir de los datos para el
locus A, y en la Figura 18: Frecuencias génicas de los alelos HILLA-B en Seris, la grafica
equivalenie para el locus B. La restriccion del polimorfismo es evidente, pues solo se encuentran 8
alelos para el locus A y 12 para e B siendo los principales A*02, A*0201, A*31, A*68, A*24,
B*40, B*3501, B*3512 y B*51. Es notable ademds que se encontrd una frecuencia de 2.02% para
el alelo B*27052, ya que aunque se halla en algunas poblaciones indias del norte del continente, no
se encuentra en Sudamérica y estd ausente también en poblaciones mexicanas nativas como
nahuas, mazahuas, tarahumaras y mixtecos. Las implicaciones de estos hallazgos se discutiran més

adelante,
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Figura 17: Frecuencias génicas de los alelos HLLA-A en Seris
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Figura 18: Frecuencias génicas de los alelos HLA-B en Seris
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En ¢! Cuadro 12: Haplotipos clase IT — clase I presentes en la poblacion Seri, se muestran los
haplotipos formados a partir de los resultados generados por este estudio y datos de clase IF
previamente generados en el laboratorio a cargo de la Dra. Gorodezky, en base a las relaciones
familiares entre los individuos. Los haplotipos clase Il que se pueden identificar son tan solo 7,

pero al agregar los datos de la tipificacion de clase | el niimero se incrementa hasta 26.

Cuadro 12: Haplotipos clase Il — clase I presentes en la poblacion Seri

DRB QAP DQA QBP DQe A B
407 3.1 3011 4.1 302 2 35
407 31 3011 321 302 2 35
407 3.1 3011 3.21 302 20 35
407 3.1 3011 a2 302 24 35
407 3.1 3011 3.21 302 24 15
407 31 3011 321 502 3t 51
407 31 301 3.21 302 68 35
407 31 3011 3.21 302 68 4801
407 3.1 3011 321 302 68 18
701 2.1 201 21 201 2 44
802 4.2 401 4.1 402 2 40
802 4.2 401 4.1 402 2 35
802 4.2 401 4.1 402 201 40
802 42 401 4.1 402 201 38
802 42 401 4.1 402 24 35
802 42 401 4.1 402 31 51
802 4.2 401 4.1 402 68 40
11600 4.1 501 3.1 301 68 40
1402 4.1 501 3.1 30 2 35
1402 4.1 501 31 301 2 40
1402 4.1 501 3.1 301 20 35
1402 4.1 501 31 3014 201 40
1402 4.1 501 3.1 361 24 35
1402 4.1 501 3.1 301 3 7301
1402 4.1 501 31 301 68 4801
404 3.1 3011 3.21 302 201/68
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"En la Fieura 19: Distancias genéticas enfre distintas poblaciones, se muestra el arbol
filogenético que relaciona las poblaciones que se compararon. Se tomé como primera rama del
arbol la divisién de chinos y japoneses de las demas poblaciones, para evidenciar la separacion de
las poblaciones orientales de las que provienen las nativas de América. Los mestizos de México y

de Viénezuela se incluyeron con fines de comparacién.

Figura 19; Distancias genéticas entre distintas poblaciones
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VIiil. DIScusiON

Los resultados de este trabajo se agrupan en dos categorias: primeramente el desarrollo
metodologico de las téenicas de tipificacion molecular para los alelos de clase I, y por otro lado
los resultados del estudio de la poblacion seri. Valga mencionar que los hallazgos de frecuencias

de los toci A y B de este trabajo han sido ya parcialmente publicados (72,80),

Los resultados enire las técnicas de PCR-SSP / ARMS y PCR-SSOP mostraron una
correlacién completa de una con otra sin que hubiese ninguna discrepancia enire ellas. Estas
técnicas de andlisis molecular son de una gran precisidén y son altamente reproducibles. Ademés
tienen la gran ventaja sobre las téonicas seroldgicas de que no estén limitadas por la existencia de
los antisueros apropiados, pues las sondas e iniciadores utitizados en las técnicas moleculares
pueden sintetizarse en las cantidades requeridas y tantas diferentes secuencias como hagan falta.
Ademés log patrones definidos de reaccién permiten el disefio de programas de interpretacion, lo

que reduce el caracter subjetivo de la interpretacion de los resultados,

1.a técnica de PCR-ARMS presenta la ventaja de que permite obtener resuitados de manera
més rdpida que la hibridacion con sondas, ya que sélo es necesario amplificar las muestras con la
reaccidn de PCR para cada una de las mezclas y observarlas en un gel para poder asignar, pero al
inismo tiempo se requiere una gran cantidad de reactivos para amplificar cada una de las muestras
un nimere de veces considerable. La secuencia de reacciones de amplificacion que se describe en
la Figura 15 permite reducir el nimero de amplificaciones, eliminando aquellas que gracias a las
anteriores sabemos serdn negativas, pero esto toma mds tiempo y pueden perderse variantes

nuevas de los alelos que darian un patron extrafio de reaccidn.
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La téenica de PCR-SSOP por otra parte, tiene la ventaja de que es mas econdmica, ya que
en una sola membrana se pueden procesar simultineamente 96 muestras y es posible trabajar mds
de una membrana a la vez. Sin embargo, tiene la desventaja de que no es conveniente para un
nimero de muestras reducido o para resultados que se requieren de manera inmediata por el
tiempo que consume, por lo que en el caso de estudios de histocompatibilidad para buscar posibles
donadores, pueden ser més convenientes las téenicas basadas en iniciadores especificos. La técnica
de PCR-SSOP iiene ademis la ventaja de que las membranas pueden conservarse y pueden

rehibridarse con nuevas sondas si asi se requiere.

Un problema particular que se presentd durante este estudio, fie que las mezclas de
tipificacion de ARMS-PCR suftieron varias descongelaciones y congelaciones sucesivas, lo cual al
parecer ocasion¢ que se desajustaran las conceniraciones de los iniciadores y que hubiera muchos
problemas para poder amplificar, Este problema no se podia solucionar debido a que como las
mezclas de iniciadores se encontraban ya preparadas, no era posible leer los iniciadores en el
espectrofotdmetro para ajustarlos manualmente. Por esta razon solo se estudiaron 27 muestras
mediante esta técnica. Sin embargo, estas tipificaciones fireron congruentes con las obtenidas por

PCR-SSOP lo que demuestra la especificidad v reproducibilidad de ambos métodos.

Mediante el uso de estas técnicas moleculares de tipificacién de clase I, se puede alcanzar
desde una resolucion similar a la que se obtiene mediante el uso de técnicas serologicas hasta una
definicion al nivel de alelo; es posible resolver ambigiiedades que la serologia no permite
determinar como es el caso de los alelos HLA-B*27, que seroldgicamente son indistinguibles de
HLA-B*7301, pero que molecularmente si se pudieron discernir. Ademas se identificaron algunos
subtipos del locus A como son: A*201 y A*2301 que no se pueden determinar por serologia, y del
locus B se definieron B*3501, B*3512, B*4801 y B*5102 que tampoco se pueden identificar por
las técnicas serologicas tradicionales, pues estas solo permiten discernir las especificidades A2,
A23, B35, B48 y B51 para estos alelos, lo cual resulta insuficiente si consideramos que para el A2

existen 22 variantes y para el B35

El grado de resolucion que se puede alcanzar depende en muchos casos de la combinacién

de alelos presentes y de las sondas o sistema gque se usa. En este caso los métodos utilizados nos
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brindan una resclucién baja, dindonos en la mayoria de los casos sélo la especificidad serplogica,

aunque en algunos casos si se llegh hasta ta definicion del alelo,

Las poblaciones indigenas de México resultan un caso muy interesantes de estudiar desde el
punto de vista de la antropologia molecular, ya que los estudios que se han realizado hasta la fecha
en poblaciones de norie y Sudamérica muestran perfiles genéticos marcadamente distintos (40,41),
muchos alelos nuevos se generaron en las poblaciones en el paso hacia Sudamérica cuando el
contittente fue poblado originalmente (42), pero no se tienen muchos datos acerca de la manera
como este proceso fie desarrollindose y en este sentido, las poblaciones en México podrian
darnos pistas en este proceso. En este sentido, los Seris muestran un perfil genético intermedio
entre lo que se ha reportado en poblaciones de norte y Sudamérica. Por e¢jemplo, el alelo HLA-
B*27, en las poblaciones de Norteamérica se encuentra con frecuencias muy altas (16% en inuits,
10.5% en tlingits), miientras que en las poblaciones de Sudamérica (v seroldgicamente en otras
poblaciones mexicanas) el alelo esta ausente del todo, de modo que los Seris, en los que este alelo
se ¢ncuentra presente aunque en una frecuencia baja (2%), parecieran representar un paso

intermedio en la modificacién del perfil genético.

En la Figura 20 se muestra la frecuencia génica de alelos B*27 en distintas poblaciones.
Aquellas marcadas “(s)” fueron determinadas por serologia. Llama poderosamente la atencién que
en pablaciones esquimales como los inuits y los tlingit 1a frecuencia de B*27 sea extremadamente
alta (superior al 16%) y conforme se estudian poblaciones més hacia el sur del continente, la

frecuencia de estos alelos disminuye hasta que en Sudamérica estd ausente del todo (64,41).

Ya que el proceso de colonizacién original del continente americano fue precisamente desde
el norte hacia ¢l sur, esto sugiere que estos alelos fueron desapareciendo paulatinamente conforme
los grupos humanos se desplazaban, posiblemente debido a que existié una seleceién negativa
contra este alele en los nuyevos ambientes a que se enfrentaban los distintos grupos en su

migracion,

La modificacidn del perfil genético de las poblaciones conforme se desplazan hacia el sur
puede ser debida a procesos de seleccion natural dirigida por patdgenos locales, pero en unas

condiciones como en las que se desarrelld la colonizacién de América no se pueden descartar el
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efecto fundador y la deriva génica. En el efecto fundador un pequefio grupo se desprende de una
poblacion mayor y forma su propia comunidad, este grupo puede lievar en ¢l individuos que tienen
un alelo raro en la poblacion original, con lo que en la nueva poblacion estos alelos pueden tener
frecuencias més elevadas. Otra afternativa es que algunos alelos presentes en la poblacidn original
desaparezean o disminuyan su frecuencia y esto depende de la composicidn de la poblacién que se
desprende de la original. La deriva génica también puede jugar un papel importante en la variacién
de los alelos con frecuencias bajas, ya que en estos casos €l azar es muy importanie pues

disminuye la probabilidad de que dichos alelos se transmitan a la descendencia {36).

Figura 20: Frecuencia génica de B*27 en distintas poblaciones
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Es posible que la disminucion paulatina en la frecuencia de B27 del norte del continente,
donde [a frecuencia es muy aita, a Sudamérica, donde estd ausente, se deba a una combinacion del
efecto fundador (donde un pequefio grupo, con menor frecuencia de B*27, se separaba y emigraba
hacia el sur) y de la deriva génica, que podria actuar disminuyendo la frecuencia de un alelo,
siempre que no exista una presion selectiva que promueva el mantenimiento del alelo debido a que

presente alguna ventaja selectiva en un medio particular (36).

El alelo B*27 presente en los seris fue secuenciado recientemente por Angélica Olivo,
miembro del laboratorio de la Dra. Gorodezky, y demostrd que se trata de la variante B*27052
(datos no publicados}. Este alelo s uno de los considerados como fundadores, es decir uno de los
alelos que se¢ encontraban presentes en la poblacién original de colonizadores del continente

americano (40}

Los alelos A*0201, B*3501 y B*4801, ademis del B*27052, también s¢ consideran
fundadores. Los alelos A*24, A*68, A*31, B*¥15 v B*40 presentes en los seris no se resolvieron
hasta tener la definicibn necesaria para determinar si también se¢ trata de alelos fundadores
(A*2402, A*68012, A*31012, B*150]1 y B*4002 respectivamente) o de variantes originadas a
partir de estos, Para determinarlo serd necesario recurrir a la subtipificacion. $i estos resultaran ser
efectivamente las variantes correspondientes a los alelos fundadores, el dnico que estarfa ausente

seria el B¥52012 (40).

Una caracteristica particular del alelo B*4801 identificado en los seris y otras poblaciones
amerindias (su frecuencia aumenta en las poblaciones sudamericanas) es que debido a una
alteracion expresan treonina en la posicidn 245, mientras que los demés alelos expresan alanina,
esta sustitucion reduce la afinidad por el co-receptor CD8 de las células T, por lo que podria
esperarse que hubiera una deficiencia en la activacion de células T citotdxicas. Sin embargo esto
no se ha chservado y de hecho el B48 es uno de los alelos més comunes entre determinadas
poblaciones en Sudamérica, lo cual sugiere que podria no s6lo no ser deficiente en la presentacidn

de péptidos, sino que incluso podria representar una ventaja selectiva (40,78).
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Un haltazgo interesante es que la diversidad de clase I es mayor para el locus B que para <l
A en los seris (8 alelos en locus A, 12 en locus B), esto es asi también para otras poblaciones
amerindias: Guarani, Kaingang, Toba, Wichi, Pilaga, que muestran nimeros similares (41,45,79).
En estas poblaciones sudamericanas la generacién de nuevos alelos de locus B ha sido muy
importante, ya que el nimero de nuevos alelos encontrados es mucho mayer para locus B que
para A o C. Probablemente esto significa que la evolucién ha sido mas rapida para locus B, por fo
que se ha propuesto que este locus puede tener una frecuencia intrinseca de recombinacion (el
mecanismo més coman por el que se generan nuevos alelos es la recombinacion interalélica)
mucho mayor que el locus A, Alternativamente se ha sugerido que la seleccion tiende a conservar
las variantes funcionales de A, suprimiendo asi la diversificacion de este locus o bien que B tiene

un porcentaje mas alto de recombinaciones funcionales (41).

Conjuntando los resultados de la tipificacion de clase I con datos de la tipificacidn de clase I
previamente generados en el laboratorio de la Dra. Gorodezky (80) y con los arboles familiares
para determinar las relaciones, fue posible ensamblar los haplotipos que nos muestran que alelos se
encuentran juntos en el mismo cromosoma, e interesantemente, cuando los haplotipos se
ensamblan considerando solamente clase II, se encuentra que la poblacién parece ser muy
homogénea. Esta conclusion surge de que solo se observan 7 haplotipos. Sin embargo, cuando
también se consideran los datos de clase I en los haplotipos, el nimero de estos s¢ incrementa
significativamente hasta 26. Esto muestra que en seris la variabilidad es notablemente mayor para
clase I que para clase II, ya que las variantes se fijan en una poblacion de acuerdo con las ventajas
selectivas que pueden representar (como se explicod en la seccion Significado biologico ¥ evolucién
del polimorfismo en clase I, p. 30). La mayor variabilidad presente en clase I puede indicar que ha
estado sujeta a una mayor presién selectiva que la de clase II. Posiblemente debido a la accién de
los virus, que son patdgenos intracelulares para los que es importante ¢l reconocimiento mediante

la presentacion por clase I.

Los seris copstituyen un grupo aislado y endogimico como se manifiesta en las
caracteristicas generales que se muestran en el Cuadro 10, y esto queda confirmado, al comparar

con otras poblaciones de las que se encuentran notablemente separados en cuanto a su perfil
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genético. Mas atin, en el drbol filogenético de Ia Figura 19 se observa que se encuentran en una

rama sepatrada, aislados de las otras poblaciones con las que se les compar6.

De acuerdo con estos resuitados, entre fas poblacioties comparadas la relacion genética més
cercana s con los warao de Venezuela (74) que, al igual que los seris, habitan en una regién
costera. Este hecho resulta sumaniente interesante porque puede sugerir, que la semejanza
genética entre ambas poblaciones puede relacionarse con el ecosistema en el que habitan, y
posiblemente han estado sometidos a presiones similares por parte de patégenos parecidos y por
eso mostrarian mucha méas similaridad entre ellos que con otras poblaciones geograficamente
mucho més cercanas. Este hecho también se puede observar entre los bari y los lacandones,
quienes también habitan ecosistemas seolvéticos similares y a pesar de estar separados

geograficamente son relativamente cercanos, lo que parece favorecer ain mas esta hipdtesis.

Como e¢ra de esperarse, en Ja grafica de distancias genéticas, las poblaciones orientales
(iaponeses y chinos) se agrupan muy cercanas unas de otras y separadas del resto de las
poblaciones incluidas. Llama la atencidn la distancia muy corta entre Toba y Wichi (65), las
poblaciones indigenas de Argentina que sin embargo estdn muy alejadas de la poblacidén
identificada como indios del noreste de Argentina, de la cual no se dan més detalles sobre su
identidad, localizacidén y cultura (66), por lo cual seria conveniente considerar con reserva estos
resultados. Del mismo modo se aprecia fa cercania entre las poblaciones de Brasil: Terena,

Guarani y Kaingang (67,68,69),

Los mestizos de México y Venezuela demuestran claramente que ambas poblaciones tienen
una importante contribucion génica proveniente de los espafioles sumada al componente indigena
de los pobladores originales de cada uno de estos paises, y como se esperaba pertenecen a un
mismo tronco filogenético. Probablemente la cercania de los grupos indigenas de Brasil con estos

nos indica que hay cierto grado de mestizaje en estas poblaciones.

Los resultados de este trabajo demuestran que la diversidad genética es restringida en los
Seris, pués sdlo se encontraron 7 alelos HLA-A y 11 HLA-B, hallazgo que se ha corraborado en
otros grupos indigenas de América. La variabilidad genética puede parecer muy teducida, pero

esto es en gran parte debido al contraste con la enorme diversidad existente en las poblaciones
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urbanas, ya que éstas, al ser e resultado de la inmigracion de individuas de muy diversos Jugares,
tienen un perfil genético que es el resultado de las contribuciones de todas las poblaciones que les
dieron origen. Como en otros grupos indigenas de diversos fugares en ¢l mundo, se ha encontrado
un grado de variabilidad genética similar al que se encontré en los Seris; es probable que un
namero como éste de variantes similar, es el que normalmente se encuentra en grupos autdctonos,

si no hay influencia de factores como la inmigracién y mezcla entre distintas poblaciones.

Uno de los aspectos més importantes de este tipo de trabajos es que la caracterizacién
genética hasta el nivel més fino, permitird conocer ef impacto de los genes sobre la epidemiologia
de las poblaciones, y nos proporcionaré datos sobre la historia natural de las enfermedades en los

grupos humanos.
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IX. CONCLUSIONES

1. Las técnicas de tipificacién molecular de clase I presentan ventajas respecto a la
serologia en exactitud y precisidon, con una correlacién completa entre las téenicas

moleculares que emplean iniciadores especificos y las que utilizan sondas especificas.

2. La técnica de PCR-SSOP tiene la ventaja sobre el PCR-ARMS de ser mds econémica y
es mis adecuada para estudios de poblacidn, y en ge;xeral cuando lag mezclas de
amplificacién se preparan manualmente se tiene un mayor control y menor

susceptibilidad a desajustes por condiciones ambientales.

3. La tipificacion molecular de genes clase 1 del MHC reviste gran importancia a distintos
niveles, desde estudios de susceptibilidad a enfermedades, estudios de compatibilidad
para transplantes de médula 6sea y Organos solidos, hasta estudios de antropologia

molecular,

4. Los alelos HLA-A encontrados mas frecuentemente en la poblacién seri son: *0201,
*02, *68, *68/69, *31, *24 y *2301. Los alslos HLA-B encontrados son: 3501, ®40,
*51, ¥35, *3505, *5102, *3512, *27052, *15, *4801 y 44

5. Los principales haplotipos DRB-A-B son: *0407-%¥0201-*3501 {13.6%), *0802-*31-*51
(9.1%), *0407-*02-*3501 (6.8%), *0802-*02-*35 (6.8%), *0407-*68-*3501 (4.6%),
*0407-431-%5102 (4 6%), *0802-*02-*40 (4.6%), *0802-*0201-*40 (4.6%), *0802-
*24-*3501 (4.6%), *1402-%02-*40 (4.6%), *1402-*0201-*40 (4.6%).

6. El haflazgo del alelo B*27052 dentro de la poblacién seri es hasta ahora el inico caso de

presencia de un alelo B27 en cualquiera de los pueblos indigenas de México.
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7.

10.

11.

El grado de variabilidad de la regién de clase I es notablemente mayor que para clase 11,
lo cual puede ser reflejo de que esta region ha estado sujeta a mayores presiones
selectivas. Esto se demuestra con el analisis de clase II que mostrd solo 7 haplotipos en
esie grupo, pero al afiadir los de clase I la diversidad de combinaciones crecié a 26

haplotipos.

E! andlisis de la relacion filogenética de los seris con otras poblaciones muestra que se
encuenitran relativamente alejados de otros grupos étnicos y que los seris se han
mantenido en relativo aislamiento, conservando un perfil genético propio generado

probablemente por deriva génica y mantenido por sus caracteristicas endogamicas.

La cercania filogenética encontrada entre seris y warao asi como entre lacandones y bari,
grupos étnicos de Venkzuela y México, sugiere gue los ambientes similares influyen en el
perfil genético de ta poblacion, resultando en cercania en la identidad genética entre
poblaciones que habitan regiones semejantes mas que geograficamente cercanas, lo cual
apoyaria la teoria de que la diversidad genética del MHC es en parte consecuencia de lag

presiones que sobre éste ejercen los factores ambientales.

Las frecuencias genéticas de alelos en la poblacién seri parecen reflejar el cambio gradual
en el perfil genético de los pueblos conforme se avanza de Norte a Sudamérica,

siguiendo la ruta migratoria de la colonizacién del continente.

Este es el primer estudio molecular de genes clase I que se lleva a cabo en un grupo

nexicano.
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X. APENDICE

1. Reactivos

Solucion de lisis I

MgCl» 5 mM
Sokucion de lisis IT
MgCi; 5 mM
NONIDET (NP-40) 0.1 %
SSC 20X
NaCl 30 M
Citrato de sadio 03 M
H:0 cbp. 1L
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10 M en 800 mi. de agua destilada y después aforar
a un lifro,

Amortiguador para lisis de células blancas (WCLB)

Tris-HCL, pH 7.6 10 mM
EDTA, pH 80 10 mM
NaCi 50 mM
SDS 02 %
Proteinasa K (sigma) 300 pgimi.

Esterilizar por filtracidn. Guardar la solucidn en alicuotas de 15 ml a - 20°C

Fenol saturado equilibrado
Antes de usar el fenol debe equilibrarse & pH mayor de 7.8, porque el DNA puede quedarse

dentro de la fase organica (fendlica) si el pH es 4cido.

1.  Elfenot bidestilado se debe almacenar a -20°C. Cuando se prepara el fenol equilibrado se

funde a 68°C (Bafio maria),
Al fenol liquido se adiciona 8-hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%. La 8-
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hidroxiquinolina es un antioxidante, un inhibidor parcial de RNAsa y un quelante débil de
iones.

2. Afadir un volumen igual de Tris-HC} 0.5 M, pH 8.0 a temperatura ambiente. Agitar con
una barra magnética durante 15 min, permitir que se separen las dos fases, eliminar la fase
superior (acuosa)

3. Adicionar a la fase inferfor (fenélica) un velumen igual de Tris-HCl 0.1 M, pH 8.0. Agitar
de igual forma que en el punto 2, remover la fase acuosa.

4. Repetir ¢l paso 3, hasta que la fase fendlica alcance un pH mayor de 7.8
(aproximadamente pH 8.0).

5. Después de que el fenol esté equilibrado, remover la fase acuosa y adicionar 0.1 volumen
de Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0 conteniendo 0.2 % de 2-mercaptoetanol.

6.  Guardar en un frasco 4mbar a 4°C por periodos mayores de 1 mes.

Fenol/cloroformo
Para preparar &f fenol/cloroformo debe eliminarse la fase superior del fenol
saturado o tomar slo la fase fendlica y mezclar cantidades iguales de fenol
saturado y cloroformo/alcohol isoamilico. Mezclar, dejar a 4°C toda la noche.
Utilizar la fase inferior.

Cloroformo/alcohol isoamilico
Tomar 24 partes de cloroformo puro y afiadir una parte de aicohol isoamilico,

mezclar y guardar a 4°C.
NaCl 5M
Etanol 70%
TE
Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1 mM
SEDTA
Conservar a -20°C
NaCl 100 mM
EDTA 80 mM
Ajustar pH7.8 con NaOH
NaClo4 5M
{conservar a -20°C})
SDS 10%
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EDTA 0.5 M pH 8.0

STE
Tris-HCI pH 7.6 10 mM
EDTA pH 8.0 1 mM
NaC! 10 mM
SDs 05 %
Nadc 25M pH 7.9
TAES0X
Tris-Base (Sigma) 2420 g
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA025M, pH 8.0 200.0 mkL
H,0O cbp. 1L
NaOH 0.4M
TE
Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1 mM
SSPE 20X
{esterilizar por autoclave)
NaCl 30 M
Fosfato de sodio moncbasico 0.2 M
EDTA (pH 8.0) 20.0 mM
Ajustar ef pH a 7.4 como en ef SSC 20X y aforar.
Denhardi 50X

Consuitar reactivos de Southern-Blot/RFLP

SSDNA 10 mgimdl

Consuitar reactivos de Southern-Blot/RFLP

Solucion de prehibridacion (Quimioluminiscencia)

SSPE 6 X
Denhardt 5 X
55 DNA 100 pgfml
Lauroll Sarcosina de Sodio 0.1 %
sSDs 0.02 %

H:0 destilada cbp

SSPE 2X, SDS 0.1%
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SSPE 5X, 8DS 0.1%

Amortiguador @
Acido maléico 01 M
NaCl 0.1 M

Esteritizar en autoclave
Puede utilizarse Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5 en |ugar de &cido maléico.
Ajustar a pH 7.5 con NaOH

Amortiguadaor 1
Amortiguador O + Tween 20 al 0.3%

Amortiguador 2
Reactivo blocking (Boshringer) at 1% solubilizado en amortiguador C.
Se recomienda preparar una solucién madre al 10% en amortiguador 0, distribuir
en alicuotas de 100 mL y guardarlas a -20°C hasta su uso.
La solucidn de trabajo se prepara diluyendo 100 mL de la solucidon madre a1 L
con amortiguador 0.

Amortiguador 3
Tris pH 9.5 100 mM
NacCl 100 mM
MgClz 50 mM
Anticuerpo

Anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina
Ditutcidn 1:10,000 en amortiguador 2

CSPD
Dilucién 1:500 en amortiguador 3

PBSpH 7.4
NaCl 137 mM
KCI 27 mM
KHPQ,4 1.5 mM
NaHPO, 1.5 mM
NaHPQ, 8.0 mM
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2. Material y equipo

Guantes

Propipetas

Micropipetas

Puntas para micropipetas

Gradillas para tubos de 15 y 50 mlL.
Ligadura y jeringas de 20 mL
Torundas

Pipetas graduadas de 1-10 mL
Varillas de vidrio para pescar el DNA
Puntas para micropipetas de [000l,
Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL
Tubog para microcentrifuga de 0.5 ml,
Tubos para centrifuga de 50 mL
Centrifuga refrigerada

Probetas de diferentes volimenes
Baiio maria a 53°C

Flotadores

Microcentrifuga

Congelador -20°C

Refrigerador

Termaciclador

Estufa de hibridacion

Cagsette de exposicidn de placas radiograficas
Cémara instantanea

Transiluminador UV

Camara de electroforesis

Fuente de poder para electroforesis
Bomba de vacio

Aparato de doteo manual
Espectrofotémetro para cuantificacion de oligos
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