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2. RESUMEN

Introduccion:

Los genes MIC (MHC class I chain related genes) fueron descubiertos por Bahram y
colaboradores en el afio de 1994. Esta familia de genes esta integrada por siete
miembros, dos genes MICA y MICB, y cinco pseudogenes MICC a MICG. Estos genes
han resultado ser polimdrficos. Actualmente, se conocen 64 variantes alélicas para
MICA vy de 30 para MICB. La identificacion de los nuevos alelos ha estado motivada
por el creciente interés de conocer la asociacion de esta nueva familia de genes en
estudios de poblaciones, asi como, su vinculo con los genes HLA-B y su asociacion con

determinadas patologias.

Objetivo: Llevar acabo la tipificacion del gen MICB en poblacion mestiza e indigena

Mexicana, empleando sondas de oligonucledtidos de secuencia especifica (SSOP).

Metodologia: El estudio incluyd a 315 individuos sanos no relacionados de una
poblacién mestiza e indigena Mexicana, se obtuvo DNA gendémico de sangre venosa
anticoagulada con EDT; se amplifico especificamente el exon 2 al 5 del gene MICB,
con la posterior hibridacion con sondas de oligonucledtidos secuencia especifica

(SSOP) marcados con digoxigenina 3’DIG.

Resultados y Discusion: Los resultados obtenidos en la tipificacion del gen MICB
revelaron que de los 30 alelos conocidos a la fecha, 12 fueron encontrados en poblacion

mestiza y 14 en indigenas.

Conclusiones: Por medio de la técnica molecular PCR-SSOP se logré la tipificacion
alélica del gen MICB en poblacion Mexicana, encontrando a MICB*00502/*010 (0.721
y 0.708), como el alelo mas frecuente, seguido de los alelos MICB*00401v (0.137 y
0.028), MICB*009N (0.016 y 0.060) y MICB*00401 (0.026 y 0.024).



3. INTRODUCCION

La familia de genes MIC fue descubierta por Bahram y colaboradores en el afio de
1994. Integrada por siete miembros, dos genes MICA y MICB, y cinco pseudogenes
MICC a MICG. Los genes MICA y MICB se expresan constitutivamente en
fibroblastos y células epiteliales. Su expresion se ve aumentada en respuesta al estrés
celular, en celulas infectadas por virus y en presencia de células tumorales. Son
reconocidos por las células CD8+, NK vy linfocitos Tyd a través del receptor NKG2D.
Estos genes han resultado ser polimorficos, actualmente se conocen 64 variantes alélicas
para MICA y 30 para MICB. La identificacion de los nuevos alelos ha estado motivada
por el gran interés de estudiar esta nueva familia de genes en diversas poblaciones, asi
como, su asociacion con el locus HLA-B por su cercania y su relacion con diferentes
enfermedades como: Artritis Reumatoide, Céncer Cervical, Enfermedad de Addison
Autoinmune, Colangitis Esclerosa, entre otras. EXxisten investigaciones donde, se ha
estudiado el polimorfismo del gen MICB en poblaciones (espafioles, orientales, etc.).
Sin embargo, no conoce el polimorfismo de este gen en poblacion Mexicana. Este
trabajo tuvo por objetivo llevar acabo la tipificacion de MICB en poblacion mestiza e
indigena Mexicana empleando la técnica molecular PCR-SSOP, asi como, determinar
las frecuencias con que se presentan los diferentes alelos en la poblacion estudiada. El
estudio se realizé en 315 individuos Mexicanos, de los cuales 190 pertenecen a
poblacion mestiza y 125 a personas de origen indigena (43 Mayas, 68 Huicholes y 14
Tarahumaras). Los resultados revelaron que el alelo MICB*00502/*010 fue el mas
frecuente (0.721 y 0.708), seguido de MICB*00401v (0.137 y 0.028), MICB*009N
(0.016 y 0.060), MICB*00401 (0.026 y 0.024). Dichos resultados muestran la
diversidad genetica de la poblacion y son atiles como referencia para estudios a futuro
donde se investigue la asociacion de los polimorfismos de MICB con determinadas

patologias.



4. MARCO TEORICO

4.1. GENES MIC (MHC CLASS | CHAIN-RELATED GENE)
4.1.1. Descubrimiento de genes MIC

Estudios enfocados en buscar nuevas secuencias codificantes en la regién cercana al
locus HLA-B27 relacionadas con enfermedades reumatoides e inflamatorias, dieron
origen al descubrimiento de los genes MIC (Figura 1). Las proteinas MIC fueron
descubiertas como un segundo linaje de los genes del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex) clase I en mamiferos, por
Bahram y colaboradores en el afio de 1994 (Bahram et al., 1994). A las moléculas MIC
también se le conoce como PERB11 (Perh Beta Blok Transcript 11) (Leelayuwat et al.,
1994). Estos genes se encuentran en la mayoria de especies de mamiferos estudiados
hasta el momento, pero estan ausentes en roedores como la rata (Giinther et al., 2001) o

raton (Kumanovics et al., 2002).

Figura 1: Estructura molecular tridimensional del Gen MICB.

Tomado de PubMed, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=8022771&dopt=Abstract

4.1.2. Ubicacion de genes MIC

La familia de genes MIC se encuentra ubicada a lo largo de las dos mega bases de la
region clase I del MHC, localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (Figura 2). Esta
formada por dos genes MICA (PERBI11.1) y MICB (PERB11.2), asi como, por cinco
pseudogenes no traducidos MICC (PERBI11.3), MICD (PERBI1.4), MICE
(PERBI11.5), MICF (PERB11.6) y MICG (PERB11.7), que han coevolucionado con una
serie de duplicaciones, translocaciones y deleciones durante la evolucion de los primates
(Bahram et al., 1994, Kulski et al., 2002, Shiina et al., 1999, Mizuki et al., 1997).
MICA y MICB se encuentran localizados centroméricamente a 40 Kb y 110 Kb (kilo
bases) respectivamente del locus HLA-B (Bahram y Spies 1996b).

MICcB MICG MICE
ata2 o3 atlo2 a3
- i — L.
IL L1 E SR
™ cyt/3uT L ™ Cy3uT
o L % Qo Lo &K
& & KEKH
I | L1 L1111
(| 1 RILEEL
100kb < <> > -« < 2o e > -
/ MICA micc mICcD MICF
al o2 ol al o2 a3 ale2 a3
I H- i HHt+— HH l
ok ™ Cy/auT ™ Cyt/3uT ™ cytauT
1 kb

Figura 2: Genes y pseudogenes de la familia MIC a lo largo de la region clase I del MHC.

Tomado de Shiina et al., 1999.



4.1.3. Organizacion genética y estructura molecular de genes MIC

La organizacion genética de las moléculas MIC comprende 6 exones separados por sus
correspondientes intrones, el primer exon codifica para el péptido lider, y el segundo,
tercero y cuarto para los dominios alfa 1 (al), alfa 2 (a2) y alfa 3 (a3) respectivamente,
el segmento transmembrana es codificado por el quinto ex6on y la regién
intracitoplasmatica, asi como, el fragmento 3’UT por el exdn seis (Bahram et al., 1994;

Ando et al., 1997) (Figura 3).

Una comparacion de las proteinas MIC con las moléculas MHC-I, muestra que estas
son codificadas por 8 exones, pero al igual que MIC también presentan intrones, el
primer exdn codifica para el péptido lider, el segundo, tercero y cuarto para los
dominios al, a2 y a3 de la cadena pesada, el quinto exdn para el segmento
transmembrana y a diferencia MIC la region intracitoplasmatica es codificada por los
exones seis, siete y ocho (Malissen et al., 1982, Jordan et al., 1985) (Figura 3). Ademas
los genes MHC-I se unen a la , microglobulina, proteina que esta formada por cuatro
exones, el primero codifica para el péptido lider y los tres siguientes para la molécula

completa (codificada en el cromosoma 15 humano) (Gussow et al., 1987).

a) MICA
EX1 EX2 EX3 EX4  EX5 EX6
5 —} # ! } ! } { HIT} # {} 3
L al o2 a3 TM CyT
b) MICB
Ex1 Ex2 EX3 Exd EXS EX6
y——— +—{ +——F M+ +—-=
L al 02 a3 ™ CyT/3UT
c)HLA - A
EXL ExX2 EX3 Exd EXS EX6 EX? EX©
e 1 HI——H .
L ol 02 a3 ™ CyT

L: péptido lider; TM: Transmembranal; CyT: Citoplasmatica.

Figura 3: Organizacion genética de las proteinas MIC en comparacion con los genes MHC-I.

Modificado de http://imgt.cines.fr.


http://imgt.cines.fr/

Como se menciono anteriormente, las moléculas MIC tienen una estructura molecular
semejante a las proteinas clase I del MHC ya que estan formadas por 3 dominios a,
seguidos de una parte transmembrana y un tallo citoplasmatico (Figuras 4 y 5); Sin
embargo, al realizar una comparacién entre ambas moléculas se demuestra que
comparten una similitud de tan s6lo 19%, 25% y 35% con los segmentos al, a2y a3
respectivamente (Bahram et al., 1994, Bahram y Spies 1996b). Ademas los genes MIC
no se unen a la P,-microglobulina para su expresion en la superficie celular (Li et al.,
1999), presentan perdida del sitio de union al receptor CD8 y no tienen funciéon como

presentadoras de antigeno (Bahram et al., 2000, Groh et al., 1996, Li et al., 1999).

Figura 4: Estructura molecular de MIC. Figura 5: Estructura molecular del MHC-I.
Tomado de Goldsby et al., 2000. Tomado de Modificado de Godsby et al.,
2000.



4.1.4. Expresion y funcion de genes MIC

Los genes MIC se expresan en el epitelio intestinal, fibroblastos, células endoteliales,
citoplasma de monocitos y queratinocitos, lineas celulares epiteliales y células T
activadas (Groh et al., 1999, Molinero et al., 2004, Stephens et al., 2001), pero no en
células de linaje linfohematopoyético (Groh et al., 1996, Wang et al., 2007). La
expresion de MICB esta regulada por las proteinas de choque térmico (HSP70) (Steinle
et al., 1998, Groh et al., 1996), pero no por interferon gama (INFy) (Bahram y Spies
1996b). Los niveles de expresion de estas proteinas pueden verse afectados mostrando
una elevacion en respuesta a estrés celular, infecciones virales, enfermedades
autoinmunes, células tumorales (Zou et al., 2005, Azimi et al., 2006, Groh et al., 1999),
estrés oxidativo, el cual, induce dafio celular alterando las proteinas, los lipidos y el
DNA, lo que conduce a la apoptosis de la célula diana (la proteina HSP70 aumenta el
estrés oxidativo) (Yahamoto et al., 2001) e infecciones por Mycobacterium tuberculosis
(Das et al., 2001).

MICB es también ampliamente expresado en tumores como: carcinomas de rifidn
5
pulmoén, mama, ovario, prostata y colon, asi como, en lesiones de melanoma cutaneo

(Seliger et al., 2003).

La funcion de MICB es alertar al sistema inmune del posible dafo de algunas células,
por medio de la interaccion con el NKG2D (Figura 6), un receptor activador
transmembrana que contiene residuos transmembranales cargados que le permiten la
interaccion con la molécula adaptadora (DAP 10) para mediar la actividad celular (Hi
et al., 2003, Burgess 2008, Wu et al., 1999, Bauer et al., 1999), se expresa de forma
constitutiva en la superficie de células del sistema inmune tanto innato (células Natural
killer “NK” y linfocitos Tyd), como del adaptativo (linfocitos T CD8+) (Gonzalez et
al., 2006, Kulski et al., 2002).

Estudios in vitro han demostrado que la interaccion del receptor NKG2D con MICB,
expresado en la superficie de células tumorales, estimula la respuesta citolitica de las
células NK y los linfocitos Tyd de forma independiente a la presentacion antigénica
(Vetter et al., 2002). Con la produccion de citocinas como: INFy y TNFa sobre la

superficie de la célula danada, causando la lisis o apoptosis de esta (Kubin et al., 2001).



Ademas de las moléculas MIC el receptor NKG2D también reconoce a las moléculas
ULBP (UL16 Binding Protein) (Raulet et al., 2003). La familia ULBP, formada por
ULBPI1, ULBP2 y ULBP3, son las ultimas moléculas MHC de clase I descritas en
humanos (Cosman et al., 2001). Las ULBPs se descubrieron al ser identificadas junto
al gen MICB como posibles ligandos de la glicoproteina UL16 del citomegalovirus
humano (HCMV) en células infectadas por HCMV. UL16 es capaz de interaccionar con
ULBPI1, ULBP2 y MICB, pero no se une a ULBP3 ni a MICA. Las moléculas ULBPs
interaccionan con el complejo NKG2D/DAP10 de la superficie de las células NK
provocando la activacion de los linfocitos NK: proliferacion, citotoxicidad, produccion
de citocinas (TNFa, TNFp, IFNy y GM-CSF) e incremento de la expresion de proteinas
de superficie (Kubin et al., 2001).

a3

L

Figura 6: Estructura tridimensional del receptor NKG2D.

Tomado de Li et al., 2001.



4.1.5. Polimorfismo de genes MIC

En genética, una mutacion es un cambio en la secuencia del DNA. Existen varios tipos
de mutaciones (Figura 7):
a) Sinénima: Se produce la sustitucion de un nucleétido por otro, generando un
codon distinto, que no produce cambio del aminoacido.
b) No sinénima: Es la sustitucion de un nucleoétido por otro, generando un codon
distinto, que produce cambio del aminoacido.
c) Delecion: Es una mutacion en la que se presenta perdida de uno o varios
nucledtidos en la secuencia.
d) Insercion: Mutacion que tiene lugar cuando se adiciona uno o mas nucleotidos

en la secuencia (Fuentes et al., 1998).

DNA normal (una cadena) Cambio de una o mas bases por otra
G | AT AT AT | R 2
Adicioén o insercion de una o mas bases Delecion de una o mas bases

ATCAGGTCA CAT QK AT

Figura 7: Muestra tres tipos de mutaciones.

Tomado de Fuentes et al., 1998.

La utilizacion de métodos moleculares en la determinacion alélica de los genes del
MHC, representa avances en la sensibilidad para identificar variaciones de secuencias,
es por ello que actualmente se han adoptado cada vez con mayor aceptacion técnicas de

DNA para el andlisis de estos genes (Bonet y Martinez 2004). Como se ha mencionado
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MICA y MICB son moléculas altamente polimorficas (Bahram et al., 1994, Bahram y
Spies 1996b), y a pesar del hecho de que MICB tiene la misma estructura y funcion que

MICA, ha sido menos estudiado ya que su grado de polimorfismo parece ser menor.

A la fecha se tiene el registro de 64 alelos para MICA que codifican 54 proteinas y 30
alelos para MICB sintetizando 19 proteinas. (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/base de
datos de secuencia stats.html). Existen diversos estudios sobre el polimorfismo de los
genes MICB, los cuales han revelado que los sitios polimorficos se encuentran
principalmente en la region extracelular (Holmes et al., 2002), para los cuales se han
identificado un total de 18 sustituciones nucleotidicas, 4 sindnimas y 12 no sin6nimas,
siendo no sindénimas 6 en al, 3 en a2 y 5 en a3 (Ando et al., 1997.
(http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/base de datos de secuencia stats.html)). Como se

muestra en la tabla 1.

POSICIQN DEL CODON AMINOACIDO
NUCLEOTIDO Referencia Mutacion

MICB - Exdn 2 (Alphal)

16 GAA —» GGA Glu — Gly
45 ccC —» CAC Pro —» His
52 GAT —>» AAT Asp_—» Asn
57 AAG — GAG Lys —» Glu
65 GAC — GGC | Asp —» Gly
78 ACT —» ACC Thr —» Thr
82 GAC —» GGC Asp—» Gly
MICB - Ex6n 3 (Alpha2)
98 ATC —» ATG lle —» Met
113 GAT —> AAT Asp—» Asn
170 CGA —» TGA Arg 5 Stop
MICB - Ex6n 4 (Alpha3)
189 ACC —» ATC Thr—» Ile
192 GAG —» AAG Glu—» Lys
210 CGG —» CGA Arg—» Arg
243 ACC —» ACG Thr—, Thr
256 AGG —» AAG Arg—>» Lys
267 CAC —>» CAT His—» His
268 GGC —» AGC Gly—» Ser

MICB-Exén 5 (Transmembrana)

277 GTG —» GCG Val—» Ala

Tabla 1: Codones polimoérficos del gen MICB.
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4.1.6. Nomenclatura de genes MIC

Cuando se encuentra un gen nuevo dentro del sistema HLA se procede a estudiar sus
variantes génicas. Los grupos de investigadores le dan el nombre que consideren mas
adecuado al alelo encontrado. Sin embargo, se puede dar a la misma variante génica
distintos nombres. En la tabla 2 se muestra un ejemplo, de los distintos nombres que

fueron asignados al alelo MICB*00502.

AUTOR Andoetal., 1997 Visseretal., 1998 Pelletetal., 1997 WHO
Nombre MICBO01021 MICB-003 MICB004 MICB*00502
asignado

Tabla 2: Distintos nombres asignados al alelo MIBC*00502.

Para evitar que una misma variante génica tenga diferente nombre, el comité de
nomenclatura de la WHO (World Health Organization) es la encargada de nombrar a
los alelos de los genes que se van descubriendo, en base a la secuencia de nucledtidos.

A continuacion se muestra un ejemplo, del nombramiento de los genes MIC:

MICB: Indica el locus.

MICB70050201N

l e *: Separador, indica que ha sido secuenciado.
Locus e Tres primeros digitos: Grupo al que pertenece.
Separador e Siguientes dos digitos: Alelo especifico.

Grui:::) e Subsiguientes dos digitos: Sugiere una variante
v
Alelo v del alelo especifico.
Variante

v N: Indica un alelo nulo.

Nulo

12



4.1.7. Alelos de genes MIC

Los genes MIC han resultado ser altamente polimorficos. Inicialmente, mediante
secuenciacion de lineas celulares homocigotas, se identificaron 16 variantes alélicas
para MICA y 5 para MICB (Bahram et al., 1994, Bahram y Spies 1996b, Fodil et al.,
1996). Posteriormente se registraron 33 alelos para MICA (Visser et al., 1999, Yao et
al., 1999) y 11 para MICB (Ando et al., 1997). A la fecha se tiene el registro de 64
alelos para MICA y 30 para MICB (http://hla.alleles.org/classo.html. 2010). En las
tablas 3 y 4 se encuentran listados los alelos de MICA y MICB respectivamente,

conocidos a la fecha.

MICA
MICA*001 MICA*01802 MICA*046
MICA*00201 MICA*019 MICA*047
MICA*00202 MICA*020 MICA*048
MICA*00203 MICA*022 MICA*049
MICA*004 MICA*023 MICA*050
MICA*005 MICA*024 MICA*051
MICA*006 MICA*025 MICA*052
MICA*00701 MICA*026 MICA*053
MICA*00702 MICA*027 MICA*054
MICA*00703 MICA*028 MICA*055
MICA*00801 MICA*029 MICA*056
MICA*00802 MICA*030 MICA*057
MICA*00803 MICA*031 MICA*058
MICA*00804 MICA*032 MICA*059
MICA*00901 MICA*033
MICA*00902 MICA*034
MICA*010 MICA*035
MICA*011 MICA*036
MICA*01201 MICA*037
MICA*01202 MICA*038
MICA*01203 MICA*039
MICA*013 MICA*040
MICA*014 MICA*041
MICA*015 MICA*042
MICA*016 MICA*043
MICA*017 MICA*044
MICA*01801 MICA*045

Tabla 3: Alelos identificados del gen MICA

Tomado de: Anthony nolan: http://hla.alleles.org/classo.html. 2010.
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MICB

MICB*001 MICB*007
MICB*0020101 MICB*008
MICB*0020102 MICB*009N
MICB*003 MICB*010
MICB*0040101 MICB*011
MICB*0040102 MICB*012
MICB*0050101 MICB*013
MICB*0050201 MICB*014
MICB*0050202 MICB*015
MICB*0050203 MICB*016
MICB*0050204 MICB*018
MICB*00503 MICB*019
MICB*00504 MICB*020
MICB*00505 MICB*02IN

MICB*006 MICB*022

Tabla 4: Alelos identificados del gen MICB.

Tomado de: Anthony nolan: http://hla.alleles.org/classo.html. 2010.
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4.1.8. Diferencias entre MICA y MICB

Los genes MICA y MICB estan estrechamente relacionados, MICA codifica para un
transcrito de 1382 pares de bases (pb) y MICB de 2376 pb ambos con una region
abierta de lectura (ORF) de 1149 pb, que da origen a un polipéptido de 383 aminoacido
(a.a.) 43Kd, sin embargo el mRNA para MICB es mas largo debido a su region 3°’UT.
(Bahram et al., 1994).

La organizacion genomica de dichos genes es muy similar y completamente diferente a
los demas genes de la clase I (Bahram y Spies 1996a). Ambos cuentan con un intron
largo de 6840 pb para MICA y 7352 pb para MICB que separa los dos primeros exones.
Ademas tienen un sexto exdn de 302 pb para MICA y 1338 pb para MICB, que codifica
la cola citoplasmatica y la secuencia 3’ UT no traducida. La presencia de 3°’UT en la
secuencia es responsable de la diferencia de aproximadamente 1Kb entre los transcritos
de MICA y MICB. (Bahram et al., 1994, Bahram y Spies 1996b). Como es de esperarse
el alto grado de similitud se extiende a lo largo de los dos genes. Comparando
individualmente los exones e intrones de MICB con su contraparte en MICA se
demuestra una similitud de 80% para el exén 1, 52% para intrén 1, 91% para exon 2,
86% para intron 2, 90% para exon 3, 87% para introén 3, 98 % para exon 4, 97% para
intron 4, 73% para exon 5, 83% para intrén 5 y finalmente 82% para exon 6. (Bahram
Spies 1996b). De esta manera MICA y MICB tienen el 83 % de residuos de
aminoacidos idénticos (Bahram et al., 1996). Debido a la similitud del 93% entre
ambas moléculas (Bahram et al., 1996) podria pensarse que estas presentarian los
mismos sitios polimoérficos, sin embargo, esto solo ocurre en la posicion 256 en el
dominio a3, los demas polimorfismos del gen MICB, se presentan en diferentes

posiciones a las del gen MICA (Stephens 2001).

Estudios realizados a las secuencias de MICA y MICB han encontrado que algunas
variaciones en los residuos que forman parte de la estructura como la sustitucion de
triptéfano (MICB) por leucina (MICA) en la posicion 146 puede afectar la estabilidad
de esta alterando el empaquetamiento de Tyr 157 contra el nicleo hidrofébico de la
proteina; asi como, la sustitucion de arginina (MICB) por glutamina (MICA) en la
posicion 108 puede afectar su fuerza de union. Las posiciones de las sustituciones es

bastante uniforme en toda la superficie del dominio, aunque se agrupan un poco hacia el

15



dominio a2 en MICA y aun lado de la hélice en plataforma en MICB. Las
sustituciones alélicas observadas en las posiciones 52, 57, 82, 98, y 113 no afectan de
manera significativa la estructura de la MICB ni su interaccion con NKG2D, mientras
que las sustituciones en las posiciones 16 y 45 podria resultar en cambios en la
estructura de MICB, pero se encuentran lo suficientemente distantes de los residuos de

NKG2D que no afectan su uniéon (Holmes et al., 2002).

Por otra parte el gen MICB exhibe un microsatélite polimoérfico dentro del intrén uno,
es decir una repeticion nucleotidica (CA / TG),, dando lugar a diferentes alelos, los
cuales, han sido descritos como MICB-CA14 a MICB-CA28 (kimura et al., 1998).
Mientras que MICA presenta un microsatélite en el exén 5 exhibiendo un nimero
variable de repeticiones del trinucleétido GCT, dando origen a cuatro, cinco, seis, nueve
y diez residuos de alanina, a dichos variaciones alélicas se les denomina A4, AS, A6,
A9 y A10 respectivamente. (Collins et al., 2004), la variable (A5.1) del alelo AS
presenta la insercion de un nucledtido (GGCT) originando un codén de paro (TAA)
perdiendo asi la region transmembranal de MICA y generando una molécula soluble

(Mizuki et al., 1997b).
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4.1.9. Estudio del polimorfismo de MICB en diferentes poblaciones

Los recientes avances en genética molecular han permitido explorar la variabilidad
directamente en el DNA, logrando asi el desarrollo de poderosos sistemas de
tipificacion que han revolucionado no sélo la medicina, sino también otros campos de la

biologia. (Armour et al., 1992).

Se han realizado diversos estudios del polimorfismo de MICB en lineas homocigotas y
heterocigotas, sin embargo, son pocos los estudios poblacionales; Como ya se ha
mencionado, el gen MICB es altamente polimorfico, lo que implica que existen grandes
variaciones en la expresion de MICB entre los diferentes individuos que componen una
poblacion. A pesar de la variedad de métodos disponibles para analizar el polimorfismo
de este gen, en la actualidad existe poca informacion referente a las frecuencias con que
se presentan los diversos alelos del gene MIC en diferentes poblaciones (Stephens
2001). Sin embargo, se han realizado estudios sobre la distribucion alélica de este gene
principalmente en caucasicos (Espafioles), donde se ha reportado que el aleld6 mas
frecuente en la poblacion es el alelo MICB*00502 (Gonzalez et al., 2003, Lopez-
Arbesu et al., 2007, Rodriguez-Rodero et al., 2006). En la tabla 5 se muestra la

distribucion y frecuencia alélica del gen MICB en diferentes poblaciones.
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POBLACION
ESTUDIADA

Caucasica (Espafioles)

Caucasica (Espafioles)

Asiatica (Noroeste de
Tailandia )

Caucasica (Espaiioles)

Orientales (chinos)

Brasilefia

MICB

REPORTADO WHO

01021
01022
0103101
0103102
0104
0105
0106

*00201
*003
*00401
*00502
*00503
*008

*00502
*002/007
*00401
*008
*014
*00503
*013
*003

*00502
*00 201
*004
*008
*003

0102
0103
0104
0105
0106
0107N

*00503
*00201
*019
*003
*001
*011
*008
*007

(*00502)
(*00503)
(*0020101)
(*0020102)
(*00401)
(*003)
(*008)

(*00502)
(*00201)
(*00401)
(*003)
(*008)
(*009N)

FRECUENCIA
(%)

46
4.5
13.5
3.5
13.5
3.5
12.5

26.6
8.4
233
72.0
11
20.7

31
29,5
11.5
8.5
3.5

0.5

67.52
23.9
27.3
222
59

44.4
12.4
16.9
10.1
8.9
7.3

38.10
19.20
16.9
7.0
7.0
6.0
11.0
1.9

REFERENCIA

Gonzalez et al., 2003

Lopez- Arbesu et al.,2007

Jumnainsong et al., 2008

Rodriguez-Rodero et al.,
2006

Lietal, 1999

Pino 2008

Tabla 5: Frecuencias alélicas del gen MICB en diferentes poblaciones.



4.1.10. Asociacion de alelos MICB con diferentes enfermedades

MICB es una molécula extremadamente polimorfica (Bahram et al., 1994). Sin
embargo, no se conoce el papel que ejercen la mayoria de estos polimorfismos sobre la
molécula, pero en algunos casos se ha descrito que estos polimorfismos afectan su
expresion y su capacidad de activacion de las células citotoxicas del sistema inmune

(Caillat-Zucman et al., 2006).

El sistema inmune siempre tiene que mantener un equilibrio entre destruir lo extrafio o
dafiino y respetar lo propio. Podria pensarse que los polimorfismos que aumenten la
expresion o la capacidad de activacion de MICB sean responsables de una respuesta
inmune mas intensa, lo que probablemente seria beneficioso para eliminar mas
eficazmente las células infectadas por patdégenos o que han experimentado una
transformacion tumoral, pero una respuesta mas intensa podria favorecer el desarrollo
de respuestas autoinmunes. En relacion con estas idea, se han descrito diversos
polimorfismos de MICB que se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollo de
determinadas patologias autoinmunes como la Enfermedad Celiaca, Diabetes mellitus

insulinodependiente o Artritis Reumatoide, entre otras (Caillat-Zucman et al., 2006).

En la tabla 6 se muestra la asociacion de algunos alelos del gen MICB con diversas

enfermedades que han sido estudiados hasta el momento.
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ENFERMEDAD ALELO Pc ASOCIACION | POBLACION REFERENCIA
ASOCIADO
Artritis Reumatoide MICB*004 0.01 Positiva Caucésica Lopez -Arbesu et al.,
(Espafioles) 2007
Cancer Cervical MICB*00502 0-0009 Negativa Asiatica Jumnainsong et al.,
(Noroeste de 2008
Tailandia )
MICB*002 <0.0001 Positiva
Enfermedad Celiaca MICB*008 <0.0001 Positiva Caucasica :
(Espafioles) Rodriguez-Rodero et al.,
MICB*00502 0.015 | Negativa 2006
(DMO.2)
Tumores malignos de )
cancer ginecologico MICBs 0.028 Positiva Caucasica Holdenrieder et al.,
(Alemanes) 2006
Enfermedad Celiaca MICB*106 <0.000001 | Positiva Caucasica Gonzalez et al., 2004
(MICB*008) (Espatfioles)
MICB-CA18 0.024 Positiva Orientales Lii etal., 2006
(Chinos)
Colitis Ulcerativa
MICB0106 <0.001 Positiva Orientales Liet al, 2009
(MICB*008) (Chinos)
Cancer colon rectal MICB-CA14 0.045 Positiva Caucasica
MICB-CA21 0.047 | Positiva (Alemanes) | Kopp etal., 2009
MICB-CA16 0,033 Positiva
Lepra Paucibacilar MICB-CA19 0.019 Positiva Asiaticos Tosh et al., 2006
MICB-CA21 <0.001 Negativa (Sur de india)
MICB-CA22 0.006 Negativa
Diabetes tipo 1 MICB*005 0.03 Positiva Caucasica Field et al., 2008
(Europeos)
Esclerosis multiple MICB*004 <0.001 Positiva Caucasica Fernandez-Morera et al.,
(Espaiioles) 2008
Tumores malignos de )
cancer de pulmén MICBs 0.022 Positiva Caucasica Holdenrieder et al.,
(Alemanes) 2006
Colangitis Esclerosa | MICB-CA24 <0.0000001 | Positiva Caucasica Wiencke etal ., 2001
(Noruegos)
Enfermedad de
Addison Autoinmune | MICB-CA25 0.047 Positiva Caucasica
MICB-CA17 0.03 Negativa (Italianos) | Gambelunghe etal.,

1999

Asociacion Positiva: Riesgo de enfermedad; Asociacion negativa: Proteccion a la enfermedad; Pc: P corregida por el
numero de comparaciones.

Tabla 6: Asociacion de alelos del gen MICB con diferentes enfermedades.



5. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios sobre la funcion de MICA, su polimorfismo y asociacion con
enfermedades se han realizado en los Ultimos afios, y a pesar de que comparte un alto
grado de similitud con el gen MICB, este ha sido menos estudiado; recientemente se ha
descrito que MICB es altamente polimorfico y a la fecha se tiene el registro de 30
variantes alélicas, lo que implica la existencia de grandes variaciones en cuanto a la
expresion de MICB entre diferentes poblaciones. La tipificacion de este gen es de gran
intereés, puesto que, estudios realizados en otras poblaciones han encontrado asociacion
entre algunas variaciones nucleotidicas que presenta MICB con la susceptibilidad o
resistencia a padecer ciertas patologias. Sin embargo, existe poca informacion con
respecto a la frecuencia de estos alelos en diferentes grupos étnicos; por lo que este
trabajo tuvo por objetivo realizar un estudio polimorfico de los exones 2 al 5 del gen
MICB en una poblacién mestiza e indigena (Mayas, Tarahumaras y Huicholes)
Mexicana, con el fin de tipificar y establecer la frecuencia con que se presentan las
diferentes variantes alélicas de dicho gen en la poblacion estudiada. Esto se realizo
empleando la técnica molecular denominada SSOP (Sequence Specific Oligonucleotide
Probe).
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general:

Llevar acabo la tipificacion del gen MICB en poblacién mestiza e indigena Mexicana,

empleando sondas de oligonucle6tidos de secuencia especifica (SSOP).

6.2. Objetivo especifico:

e Analizar el polimorfismo de los exones 2 al 5 del gen MICB en poblacion

mestiza e indigena Mexicana.

e Determinar las frecuencias alélicas del gen MICB en la poblacion estudiada.

e Determinar las frecuencias genotipicas del gen MICB en la poblacion estudiada.
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7. HIPOTESIS.

Estudios realizados en diversas poblaciones han mostrado que el gen MICB es
altamente polimorfico y que la distribucién y frecuencia de determinados alelos esta
asociada con el origen de cada poblacién, por lo que, al analizar el polimorfismo del
gen MICB en individuos sanos, no relacionados, de una poblacion mestiza e indigena
Mexicana, se lograra la tipificacion y por consiguiente se determinara la frecuencia con

la que expresan los diferentes alelos en la poblacién estudiada.
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8. METODO

8.1. Poblacién en estudio

El estudio incluyo un total de 315 muestras de individuos sanos, no relacionados entre
si, de las cuales 190 pertenecen a poblacion mestiza y 125 a individuos de origen

indigena (43 mayas, 68 Tarahumaras y 14 Huicholes) Mexicana.

Se considera que una persona es de origen mestizé6 Mexicano, cuando esta ha nacido en
México, siendo descendiente de habitantes nativos de la region y de individuos
principalmente espafioles de origen caucasico y/o negros quienes llegaron a América en
el siglo XVI ( Vargas et al., 2002, De leo et al., 1997). En este estudio se considerd
como mestizé6 mexicano, aquellos individuos con dos generaciones previas de origen

mestizo).
8.2. Material bioldgico:

Muestras de DNA gendmico obtenido a partir de sangre periférica tratada con EDTA

como anticoagulante.

8.3. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion:
i). Inclusion:

Mestizos:

e Individuos de descendencia mestiza Mexicana (con dos generaciones
previas de origen mestizo).

e Ambos sexos.

¢ Individuos mayores de 18 afios.

e Personas sanas.

e Sujetos sin antecedentes de familiares que presentaran enfermedades
asociadas al sistema HLA.

e Personas que no tuvieran familiares que padecieran de cancer.
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Indigenas:

ii). Exclusion:

Mestizos:

Indigenas:

Individuos Mexicanos, de origen indigena: Mayas, Tarahumaras y
Huicholes, (Con dos generaciones previas de origen indigena).

Individuo cuyos padres y abuelos fueran de origen indigena.

Personas que hablaran su lengua nativa.

Ambos sexos.

Sujetos mayores de 18 afios.

Personas sanas.

Individuos sin antecedentes de familiares que presentaran enfermedades
asociadas al sistema HLA.

Individuos no Mexicanos.

Personas que no fueran de origen mestizo Mexicano.

Individuos menores de 18 afios.

Sujetos enfermos.

Personas con familiares que padecieran enfermedades relacionadas al
sistema HLA.

Individuos no mexicanos.

Personas de origen indigena diferente a poblacién: Mayas, Tarahumaras
y Huicholes.

Individuo cuyos padres, no fueran nativos de la region y /o alguno de los
dos pertenecieran a descendencia mestiza.

Sujetos que no hablaran la lengua indigena de la region.

Personas menores de 18 afos.

Individuos que presentaran alguna enfermedad.

Personas que tuvieras familiares que padecieran enfermedades
relacionadas al sistema HLA.
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iii). Eliminacion:

e Muestra de sangre insuficiente.
e Muestras en las que no se obtuviera DNA de buena calidad.
e Muestras que no amplificaran por medio de la PCR.

e Muestras que mostraran resultados insuficientes.

8.4. Extraccion y cuantificacion de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 a partir leucocitos de sangre periférica mediante la
técnica de salting out de Miller (Técnica de perclorato de sodio), la cual, se basa en la
lisis inicial de los eritrocitos mediante solucién hipotonica y la lisis total de las células y
sus estructuras subcelulares mediante el empleo de detergentes, con la posterior
eliminacion de la proteinas mediante precipitacion salina y finalmente extraccion del

DNA con solventes organicos (Miller et al., 1988).

El DNA obtenido se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm utilizando una dilucion
1:50 y su calidad se valor6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio en Buffer TBE (Tris/Borato/EDTA) 0.5X.

8.5. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) fue descrita por
primera vez en los afios ochentas por Kary Mullis. EI fundamento de la PCR consiste en
la multiplicacion in vitro de un fragmento de DNA, y se basa en el principio de
complementariedad de bases del DNA vy la participacion de la enzima polimerasa que
permite la extension del fragmento a amplificar agregando nucle6tidos a la secuencia
complementaria al DNA molde por medio de un proceso ciclico que comprende tres
pasos los cuales son: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Cada una de las
moléculas de DNA hijas pueden volver a entrar en el proceso y servir como molde para
fabricar méas copias. Obteniendo asi millones de copias de una molécula de DNA
(Rodriguez y Barrera 2004)
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Para llevarla acabo se prepard la mezcla de reaccion colocando en un tubo Eppendorf:
145 pl agua, 2.5 pl Buffer 10x, 0.7ul dntp’s 12.5mmol, 1 ul MgCl, 2pmol, 0.5 pl
Primer 5’ a 25pmol, 0.5 pl Primer 3> a 25pmol, 0.55 ul Taq polimerasa 5u/ pl,
obteniendo un volumen final de 20 ul. Posteriormente esta mezcla fue colocada en un
tubo para PCR y se agregd el DNA a amplificar (5 mL a una concentracion de 50ng/
ul); finalmente el tubo fue colocado en el termociclador y se introdujo el programa ELT
el cual contiene la informacion de los ciclos para la amplificacion del gen MICB (exén
2 al 5). La amplificacion del gen se examind mediante electroforesis. Se obteniendo un
producto de PCR de 2,307pb.

Los primers especificos para la amplificacion del exén 2 al 5 del gen MICB (Fischer et

al., 2000) se muestran en la tabla 7:

PRIMER ORIENTACION  LOCALIZACION SECUENCIA
5'MICB Ex2-5 Sentido Intrén 1 7090-7115 AAGACCTTCCTTCCAACACTGCCTT
3’MICB Ex2-5 Antisentido Intrén 5 9373-9396 GAAAGCTCCTTTCTAGGCAGTAG

Tabla 7: Localizacion de los primers utilizados en la amplificacion del exon 2 al 5 del gen MICB.

Tomado de Fischer et al., 2000.

8.6. Electroforesis en gel de agarosa

El DNA es un polimero polianionico cargado negativamente debido a la presencia de
grupos fosfato, por lo que migra cuando es sometido a un campo eléctrico. Los geles de
agarosa se utilizan para separar, identificar y purificar fragmentos de DNA pequefios,
estos pasan facilmente a través de los poros y se desplazan rapidamente, mientras que
los fragmentos mayores avanzan con mas lentitud. La movilidad de los fragmentos
depende del tamafio del DNA (nimero de bases) y de la concentracién de agarosa del
gel. Las caracteristicas del gel se escogen segun la longitud media de los fragmentos de

DNA que se deseen separar (Sambrook et al., 1989). Los productos de PCR obtenidos
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fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de
etidio en amortiguador TBE 0.5X.

8.7. Técnica de SSOP (Sequence Specific Oligonucleotide Probe)

El producto amplificado por PCR es inmovilizado en una membrana de nylon antes de
la hibridacion con las sondas marcadas con digoxigenina (3’DIG). Para diferenciar los
alelos es necesario un grupo de sondas de secuencia especificas. El proceso de
hibridacion se desarrolla a una temperatura especifica para cada sonda, a continuacion
las membranas fueron lavadas de igual manera a una temperatura Optima para cada
sonda, con el fin de eliminar el exceso de esta. La deteccion de la hibridacion de las
sondas, a la secuencia complementaria amplificada por PCR se realiz6 mediante la
adicion de anticuerpos anti digoxigenina marcados con fosfatasa alcalina (ALP). La
ALP utiliza CSPD como sustrato quimioluminiscente y la luz emitida es detectada por

autorradiografia.
Reaccion de quimioluminiscencia:

Es una reaccion enzimatica, la desfosforilacion del CSPD por la fosfatasa alcalina
conduce al anién fenolato meta estable que se descompone (figura 8) y emite luz en un
maximo Longitud de onda de 477 nm. La emision de luz luminiscente se registra en

peliculas de rayos X (Bronstein et al., 1991).

Fosfatasa
00 alcalina 0 0 ()lH " 0CH
To—Lo-&-
T e — > T ’I / - 0
\ /
opn -

Intermedlarlo

CSPD
metaestable

hv

Figura 8: Reaccion de quimioluminiscencia.

Tomado de: Bronstein et al., 1991.
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8.8. Interpretacion de resultados y analisis estadistico

Para asignar los alelos correspondientes a cada muestra, se realiz6 una comparacion de
los resultados obtenidos con el patron de hibridacion. Posteriormente se calculo por
conteo directo la frecuencia con que se presentaron las diversas variantes alélicas de

MICB en la poblacion estudiada.
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9. RESULTADOS

9.1. Amplificacion del gen MICB por PCR

El estudio polimorfico del gen MICB se realizé en 190 muestras de individuos
pertenecientes a poblacion mestiza, asi como, en 125 sujetos indigenas (43 mayas, 68
tarahumaras y 14 huicholes) ambos de origen Mexicano. Cada una de estas muestras fue
sometida a una reaccion de PCR, empleando los primers descritos por Fischer (Fischer
et al., 2000) con el fin de amplificar del exon 2 al 5 del gen MICB. En la figura 9 se
muestra un gel de agarosa sobre el cual fueron colocados cada uno de los productos

obtenidos de la PCR, con lo cual, se verifico la amplificacion del gen en estudio.

Figura 9: Corrimiento electroforético del gen MICB en gel de agarosa.

En cada carril se colocd una muestra diferente.

30



9.2. Tipificacion alélica del gen MICB

Para estudiar los polimorfismos de MICB se empled la técnica molecular SSOP. Por
medio de este método se detectaron las variaciones nucleotidicas, que dan origen a los
diferentes alelos, empleando un conjunto de 47 sondas de oligonucleétidos de secuencia
especifica, 42 descritas previamente (Fischer et al., 2000) y 5 estandarizadas en el
laboratorio de Histocompatibilidad, de la Unidad de Investigacion Médica en

Inmunologia del Hospital de Pediatria en el CMN-SXXI del IMSS (tabla 8).

SONDA VARIANTE NUCLEOTIDICA UBICACION

43 A Exo6n 2
44 G Exo6n 2
45 T Exo6n 2
46 C Ex6n 2
47 A Exon 4

Tabla 8: Muestra la variante nucleotidica que detectan cada una de las sondas estandarizadas en el
laboratorio de de Histocompatibilidad, de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia del

Hospital de Pediatria en el CMN-SXXI del IMSS.

Para realizar la interpretacion de los resultados se requiri6 el patron de hibridacion, de

las sondas para cada uno de los alelos de MICB; el cual, se muestra en la tabla 9.
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Tabla 9: Paton de hibridacion para cada uno de los alelos del gen MICB.
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Las variaciones nucleotidicas presentes en los exones 2 al 5 del gen MICB, fueron
detectadas tras la hibridacion del producto amplificado y fijado a la membrana de nylon
con sondas de oligonucle6tidos de secuencia especifica, marcadas con digoxigenina,
cuyos resultados se detectaron en placas de rayos X mediante una reaccion de

quimioluminiscencia.

En la figura 10 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos en la técnica de
SSOP. Las placas de rayos X presentadas en esta figura, reflejan el resultado obtenido
tras la hibridacion de las membranas con el par de sondas 21 y 22, donde, la sonda 21
detecta la variante nucleotidica G y la sonda 22 la A. En la placa “a” se observa la
presencia de puntos en negro, los cuales indican un resultado positivo para el
polimorfismo detectado con la sonda 21. En la placa “b” no se observan los puntos
negros, lo que sugiere, un resultado negativo para el polimorfismo detectado por la

sonda 22.

5 Placa ‘“b”

Placa “a

Figura 10: Placas de rayos X que muestran la deteccion de las variaciones nucleotidicas, por medio de
las sondas especificas, tras una reaccion de quimioluminiscencia. Cada punto de la placa es una muestra

diferente.
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9.3. Frecuencia alélica del gen MICB en poblacion mestiza e indigena Mexicana

Los resultados obtenidos en la tipificacion de cada una de las muestras fueron
comparados con el patréon de hibridacion, para asignar los alelos correspondientes. En
la tabla 10 se presentan los alelos identificados y la frecuencia con que se presentaron

en poblacion mestiza e indigena Mexicana.

Frecuencia alélica en poblacion Mexicana

Alelos identificados 'Vr'ff}gzé’ ; Innd:?ggas
*2n=380 *2n=250

MICB*00201 0.003 0.084
MICB*00201v 0 0.024
MICB*003 0.016 0.012
MICB*00401 0.026 0.024
MICB*00401v 0.137 0.028
MICB*00502/ *010 0.721 0.708
MICB*00503 0.013 0.008
MICB*00505 0.003 0
MICB*006 0 0.008
MICB*006v 0 0.012
MICB*008 0.018 0.004
MICB*009N 0.016 0.060
MICB*013 0 0.004
MICB*015 0 0.008
MICB*018 0.010 0.016
MICB*019 0.010 0
MICB*020 0.005 0
MICB*022 0.021 0
Total: 1 1

*: Numero de alelos

Tabla 10: Distribucién de la frecuencia alélicas en poblacion mestiza e indigena Mexicana.
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En la siguiente tabla se muestra la distribucion alélica del gen MIB en individuos de
origen Mayas, Tarahumaras y Huicholes, agrupados en el grupo de indigenas en el

presente estudio (tabla 11).

Frecuencia alélica en poblacion

indigena

Alelos identificados Mayas Tarahumaras Huicholes

n=43 n=68 n=14

*2n=86 *2n=136 *2n=28
MICB*00201 0.011 0.132 0.071
MICB*00201v 0.034 0.007 0.107
MICB*003 0 0.022 0
MICB*00401 0 0.030 0
MICB*00401v 0.069 0.007 0.035
MICB*00502/ *010 0.825 0.632 0.71
MICB*00503 0 0.014 0
MICB*006 0 0.022 0
MICB*006v 0 0.007 0.035
MICB*008 0 0 0.035
MICB*009N 0.023 0.095 0
MICB*013 0.011 0 0
MICB*015 0 0.014 0
MICB*018 0.023 0.014 0
Total 1 1 1

Tabla 11: Distribucion alélica del gen MICB en poblacién maya, tarahumara y huicholes.



9.4. Distribucion alélica del gen MICB en Mexicanos comprara con otras
poblaciones

En la siguiente tabla se muestra una comparacion de la frecuencia alélica del gen MICB

en poblacion Mexicana con otras poblaciones reportadas previamente.

Frecuencia alélica en diferentes poblaciones

Alelo Mexicana  Mexicana  'Espaifioles *Asiatica *Orientales  *Brasilefia
MICB* (mestizos) (indigenas) (Caucésica) (Noroeste Tailandia ) (chinos) 2n=130
2n=380 2n=250 2n=200 2n=200 2n=426
001 0 0 0 0 0 0.070
00201 0.003 0.084 0.135 0 0 0.192
00201v 0 0.024 0 0 0 0
003 0.016 0.012 0.035 0.005 0.101 0.070
00401 0.026 0.024 0.125 0.115 0.169 0
00401v 0.137 0.028 0 0 0 0
00502/ 010 0.721 0.708 0.460 0.310 0.444 0
00503 0.013 0.008 0.045 0.030 0 0.381
00505 0.003 0 0 0 0 0
006 0 0.008 0 0 0 0
006v 0 0.012 0 0 0 0
007 0 0 0 0 0.124 0.008
008 0.018 0.004 0.125 0.085 0.089 0.110
009N 0.016 0.060 0 0 0.073 0
013 0 0.004 0 0.020 0 0
014 0 0 0 0.035 0 0
015 0 0.008 0 0 0 0
018 0.010 0.016 0 0 0 0
019 0.010 0 0 0 0 0.169
020 0.005 0 0 0 0 0
022 0.021 0 0 0 0 0
00201/ 007 0 0 0 0.295 0 0

"Gonzales etal., 2003; ? Jumnainsong et al., 2008; *Li et al., 1999; * Pinho Patricia 2008.

Tabla 12: Frecuencias alélicas del gen MICB encontradas en Mexicanos, comparadas con otras
poblaciones.



9.5. Frecuencia genotipica del gen MICB en poblacion mestiza e indigena

Mexicana.

Los resultados obtenidos en la tipificacion alélica del gen MICB en la poblacion
estudiada, permitieron determinar también la frecuencia genotipica, lo cual, se muestra

en la siguiente tabla 13.

Frecuencia en poblacion Mexicana

GENOTIPO
MICB*- MICB* Mestizos Indigenas
n=190 n=125
*2n=380 *2n=250
00201 00502/ 010 0.005 0.128
00201 00401v 0 0.008
00201 006v 0 0.008
00201 009N 0 0.024
00201v 00502/ 010 0 0.050
003 00502/ 010 0.030 0.024
003 00401 0.005 0
00401 00401 0.015 0
00401 00502/ 010 0.052 0.016
00401v 00502/ 010 0.157 0.032
00401 006 0 0.008
00401v 006 0 0.008
00401 006v 0 0.008
00401 00503 0.005 0
00401 008 0.005 0
00401 009N 0.010 0
00401 018 0.005 0
00401 019 0.010 0
00401 022 0.042 0
00401 013 0 0.008
00401 0015 0 0.008
00502/ 010 00502/010 0.570 0.504
00502/ 010 006 0 0.008
00502/ 010 008 0.015 0.008
00502/ 010 009N 0.010 0.090
00502/ 010 018 0.005 0.032
00502/ 010 019 0.010 0
00502/ 010 020 0.010 0
00503 00502/ 010 0.010 0.016
00503 00505 0.005 0
00503 009N 0.005 0
008 008 0.005 0
008 009 0.005 0
018 018 0.005 0

*Numero de genotipos

Tabla 13: Distribucion de la frecuencia genotipica encontrada en poblacién mestiza e indigena Mexicana.
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10. ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la tipificacion del gen MICB revelaron que de los 30 alelos
conocidos a la fecha, 12 fueron encontrados en poblacién mestiza: MICB*00201,
MICB*003, MICB*00401, MICB*00502/ MICB*010, MICB*0503, MICB*00505,
MICB*008, MICB*009N, MICB*0018, MICB*0019, MICB*020, MICB*022. Asi
como, en individuos de origen indigena se identificaron 14 alelos: MICB*00201,
MICB*00201v, MICB*003, MICB*00401, MICB*00401v, MICB*00502/ MICB*010,
MICB*0503, MICB*006, MICB*006v, MICB*008, MICB*009N, MICB*0013,
MICB*0015, MICB*0018 (tabla 10). Comparando la distribucion alélica entre mestizos
e indigenas, se observa que los alelos méas frecuentes en ambas poblaciones son
MICB*00502/*010 (0.721 y 0.708), MICB*00401v (0.137 y 0.028) y MICB*009N
(0.016 y 0.060) respectivamente. Una diferencia notable entre estos grupos, esta dada
por el alelo MICB*00201, el cual, presentd mayor expresion en indigenas (0.084) que
en mestizos (0.003), lo contrario sucedié con el alelo MICB*008 que origind una mayor
expresion en mestizos (0.018) que en indigenas (0.004). Por otra parte, se observo que
los alelos MICB*00505, MICB*019, MICB*020, MICB*022 se encuentran presentes en
mestizos pero no en indigenas, mientras que, MICB*00201v, MICB*006, MICB*006v,
MICB*013, MICB*015 se expresaron en indigenas, pero estan ausentes en mestizos
(tabla 10). Con lo que respecta al resto de los alelos, estos no fueron detectados, lo que

sugiere que su expresion es muy rara en nuestra poblacion.

El alelo con mayor incidencia fue el MICB*00502/ *010, el cual, no se logro definir
debido a que la variacién nucleotidica que marca la diferencia entre ambos alelos se
encuentra en el exon 6, region que no fue amplificada, ya que el estudio se baso en un
trabajo previo realizado por Fischer y colaboradores, donde refieren que en los exones 2
al 5 se encuentran las regiones polimdrficas (Fischer et al., 2000), por lo que los
primers utilizados fueron disefiados para amplificar Unicamente esta region. Para definir
este alelo, se analizaran las muestras con los primer especificos para esta mutacion.
Esperando encontrar una mayor frecuencia del alelo MICB*00502, como ha sido
reportado en estudios previos realizados en poblacion caucasica (Espafioles) (Gonzales
et al., 2003, Arbesu et al., 2007, Rodero et al., 2006).

Los alelos MICB*00201 y MICB*00401 mostraron una variante alélica definida

como MICB*00201v y MICB*00401v, donde “v” significa variante (Fischer et al.,
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2000) al originar un resultado inesperado. MICB*00201 con la sonda 32 present6 un
resultado positivo( intrén 2) y MICB*00401 con la sonda 38 situada en el intron 4, esto
debido a la posible sustitucion nucleotidica de G por A en la posicion 7759 para
MICB*00201v y una inserciébn TGGG en la posicion 91251 para MICB*00401v, tal
como lo reporta Fischer en lineas celulares linfoblastoides B (Fischer et al., 2000b).

Los datos obtenidos en la tipificacion del gen MICB en poblacién se asemejan a los
reportados para otras poblaciones. Un estudio realizado por Gonzélez y col. en
poblacién caucasica (Espafioles) encontr6 a MIB*00502 como el alelo mas frecuente,
asi mismo, los alelos MICB*00201 y MICB*00401 también se encontraron
ampliamente expresados en esta poblacion (Gonzalez et al., 2003), sin embargo, una
diferencia notable, es que este autor no refiere la expresion MICB*009N, MICB*0018,
MICB*019 y MICB*022 alelos que fueron encontrados en la poblacion en estudio. Por
otra parte Li y col. en un estudio realizado en individuos orientales (chinos), también
encontré a MICB*00502 como el alelo més frecuente, asi mismo, reporta la expresion
de MICB*00401, MICB*003, MICB*008, MICB*009N (Li et al., 1999). Jumnainsong y
col. tipificaron a un grupo de individuos Asiaticos, encontrando MICB*00502 y
MICB*002/*007 como los alelos mas frecuentes (Jumnainsong et al., 2008). En
contraste con lo reportado por estos investigadores, un estudio realizado en brasilefios
reporto MICB*00503 como el alelo méas frecuente, seguido de MICB*00201 y
MICB*019, asi mismo, encontraron la expresion de los alelos MICB*001 y MICB*011

(Pinho P. 2008), los cuales no fueron detectados en nuestra poblacion (tabla 12).

Los genotipos mas frecuentes encontrados en nuestro estudio, tanto en mestizos como
en indigenas fueron MICB*00502/*010-MICB*00502/*010 (0.568 y 0.504), seguidos
de MICB*00401v-MICB*00502 (0.157 y 0.032) y MICB*00502/*10-MICB*009N
(0.010 y 0.088). En particular, en poblacion mestiza el genotipo MICB*00401v-
MICB*022 (0.042) también se expreso periédicamente. Asi como, en indigenas el
MICB*00201-MICB*00502/*10 (0.128) se expreso ampliamente. El resto de los
genotipos expresados en ambas poblaciones fueron variados, por lo que, presentaron

frecuencias relativamente bajas (tabla 13).

La amplificacion de fragmentos de DNA para el estudio de genes polimorficos mediante
PCR, ha afadido sensibilidad a la genotipificacion HLA. Los métodos mas empleados
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son las técnicas moleculares denominadas SSP y la SSOP, en el primer caso, se
realizan diversas reacciones de PCR para cada locus utilizando en cada una de ellas un
conjunto de primers, en nimero variable, cuyas secuencias discriminan las diferentes
variantes que puede presentar el locus, de forma tal que sélo se produce reaccion de
amplificacion cuando el DNA contiene el alelo que corresponde al grupo de primers
(Bonet y Martinez 2004). Debido al elevado polimorfismo del HLA, es necesario el
empleo de un gran nimero de pares de primers, con el fin de obtener una resolucién
aceptable en la asignacion de alelos a la muestra, en consecuencia este método no
resulta préctico para el analisis simultaneo de un gran nimero de muestras. En cambio,
el método de SSOP que incluye la amplificacion del DNA a estudiar y su unién a un
soporte solido; con la posterior hibridacion de la secuencia amplificada empleando
sondas de oligonucledtidos de secuencia especifica, marcadas con digoxigenina y
detectandose por quimioluminiscencia, permite el andlisis simultdneo de un gran

namero de muestras. (Bonet y Martinez 2004).

40



11. CONCLUSION

Por medio de la técnica molecular PCR-SSOP se logro la tipificacion alélica del gen
MICB en poblacién Mexicana, encontrando a MICB*00502/*010 (0.721 y 0.708), como
el alelo mas frecuente, seguido de los alelos MICB*00401v (0.137 y 0.028),
MICB*009N (0.016 y 0.060) y MICB*00401 (0.026 y 0.024). En particular en el grupo
de mestizos el alelo MICB*022 (0.021) también fue ampliamente expresado, asi como,
MICB*00201 (0.084) en los indigenas. Dichos resultados se asemejan a los reportados
previamente para otras poblaciones. En lo referente a la frecuencia genotipica, se
observo que la poblacion presenta una mayor expresion para el homocigoto
MICB*00502/*010-MICB*00502/*010 (0.568 y 0.504), asi como, para los
heterocigotos MICB*00401v-MICB*00502/*10 (0.157 y 0.032) y MICB*00502/*10-
MICB*009N (0.010y 0.088). MICB*00401v-MICB*22 (0.042) también se expreso con
elevada frecuencia en mestizos, asi como, MICB*00201-MICB*00502/*10 (0.128) en

los indigenas.

12. SUGERENCIAS

Se considera que para tener una mayor precision de la distribucion alélica del gen MICB
en poblacion mexicana, se debe realizar el estudio del exon 6, para definir el alelo en las
muestras que fueron tipificadas como MICB*00502/*010, Asi como, realizar la
tipificacion de este gen en otros grupos de individuos mexicanos. Dichos resultados
muestran la diversidad genética de la poblacién y son utiles como referencia para
estudios a futuro donde se investigué la asociacion de los polimorfismos de MICB con

determinadas patologias.
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