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Five polygorphic restriction enzyme sites in the beta globin gene cluster (Hind III Og'
Hind ITI “g, Ava II-B, Hpa I~-B, Bam HI~B-globin gene) were investigated in 13 l'u:xmc:zy;el
gotes patientes for sickle cell anemia, two double hererozygotes: o elsC and one S/B
in 35 AS heterozygotes (23 parents and 12 siblings), one father A/B 4% and three normal
siblings, all fromVeracruz State, and 17 normal Mexican unrelated subjects, using
Southern bhloth technique. Fifteen haplotypes were identified in the 142 chromosomes.
Four of them were the most frequent: two haplotypes (+ — + + +) (52.4 per cent) and

(- — + — 4) (19.0 per cent) were associated with B chromosomu. wig two (= — + + +)
(38.2 per cent) and (= = - 4 +) (19,7 per cent) were linked with b chromosomes. The
first one haplotype correspond to the Bantu or Senegal type. With Hinc II analysis af—
ter PCR amplification in both 5' and 3' regions of the pseudo—bera globin gene it is
posible to distinguish between these African types, as in Rhe former both resticcion
sites are absent. This analysis was done in 23 B and 10 B" chromosomes. Bantu and Be-—
nin haplotypes have been found wth high frequency in African populations. All B® chro-
mosomes disclosed the Bantu type while B" were similar to Caucasian chromosomes. Bantu
and Benin haplotypes have been found with high frequency in African populations indicar
ting the great influence of African genes in the population of the Mexican coasts. In
addition, nine of rthe 13 families were informatives for the analysis segregation.
These results, the first one in the beta—globin gene cluster in Mexicans, have influeg-
cy in the population and molecular genetic, and in the preventinn of the hemoglobino—
paties for genetic couseling and prenatal diagnosis.
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. RESUMEN

So investigé la frecuencia de sicte sitios de

At %

poli ligad i
dn genes bota-globinicos (Hind I Gy—, Hind Il Ay—, Ava Il inv-2 8 y Hpa I y Bam HI

on la familis
B-globioa, y Hinc II 5' y 3' wi-globina), on 15 pacientes con anamia de células
ifc de los Jos 13 fi b

igotos SS, uno dobile hetevocigoto SC y otro
3Tal; en 35 h ig AS (23 p

dros y 12 b ). un padre A/BTal y tres
3 a 13 familias nucloares dol Estado de Vemmcruz, y enl7
mvﬂlmwhmﬂmmm(M)mm

-

13 haplotipos difior on los 142 aromosomas estudiados por o] método
e Southem. Dos decllog (+- ++Hy(-- +-HR los méds fr
mﬂs(524y190pcrci-not-eﬁv-~).yh(-- ++Hy
G- -+4rme ligs

on los
dos a los

BA (38.2 y 19.7 por cianto). Por
smplificacién con PCR del gon 5'y 3' wi-globina y corte oon la enzime Hinc II, so
apalizaron 23/33 (70 por ci de los haploti

tipo Banti; ol

I S Y

C+ - ++ +) B3 Joa que mostrarcn ser de
cs ristico de la de Benin, ¢l
laoerh-plouposebnaprccdopot binacién o

Lai

=0 pary

yol adlo se
BA. Estos tiltimos haplotipos son similarcs a los informados en
en poblacié

Yy Los rosultados indican Ia gran influencia do goncs
con i cbc‘hllnﬁhhn-.hmm;ému yia
¥ de gones b y asiti

on la p

‘También sc realizd el andlisis do sogrogas

i6n do los haploti N

familias informativas de las trece estudiadas. Ln-h-llnz-:-dn.nonhjo.elm
roalizado con dologia de biologi: lecular en Ia familis de gonos B-globinicos cn Ia
poblacié . . i6n on el campo de la gembti lary de
poblacién, ea el inni de los haplotipos ligados a la maacién B3 y abren nuevos
bovi para la pr 6n de las hamoglobinopatias modiante o} asescramionto
goenético y el diagnéstico p ] en pais.




I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacis . ha sido izada utilizando dife k
.beq:ounno. eomowulo-nnﬁm tul itrociticos y & it (grupos
sangut ¥ ai HLA), i itarias como la gl -6-fouts
d-hﬂw(%PD).hfo-ﬁ‘}m.(mm 1a fosfa écida eritrocition (FAE)
yP icas como las haptoglobinas (Hp). ¢! comp del grupo especifico (Gc),
laa trunsferrinas (TY), las albiamines (Alb), etc. (Lisker, 1981). Estos datos han permitido

wmp 1 do Ia proporcién de genes (indigenas. ceuodisicoos y negros)
que conf los dife Srupos poblacicnales del pais, adends do algunas

i pasticul @ globinas México, Chiapas, etc.). Por otrs parts, ¢l estudio
de los ok gendticos ha tenido gran imp e on la i igaciSn en bé dicine
porw o] diagnéstioo y 1s pr 36n de padecimi hereditarios (Lisker, 1981; Lisker ot
al., 1990; 1994; Poflaloza y Lisker, 1994; Pefialoza y Salamance, 1994).

En los iiltimos afics, ol empleo do las = de iocida ha pemitido el

blecimi &m‘ dir enla lécula del DNA, lo que ha

tuci do la localizacién o mepeo de los genes en los ol diagndetico y la
pe i6n de los padeci dti asi como ol andlisis de los origmes de uns

6N en una poblaci “W&mm-d-ﬂiﬁl&_mb
nmwww‘mmmm“mb

s al gen 1 dond i6 la i6m, cuyo pstréo especifico

lwih.elmhw(hm (Nagel y Ranney, 1990; Wai et al., 1986). Los
haplotipos se hen utilizado como d ponbti pars d - =i una 6
sparecié uns sola vez en uns regién dada (origen unicéntrico) o varias vecss en diferentes
lugares (multicéatrico) y para ol origen de una mutacién tal como ls BS en otras
poblacionos (Mears ot al., 1981; Pagnicr ot al., 1984; Cheblouns et al., 1988; Nagel y
Ranney, 1990).

Por otra parte, so calculé quo pars 1992 habria 76 millones de p ch dola ia de
oflulas falciformes (Nagel y Rarmoy, 1990) cuys mayoria se en poblaci
africanas, ymmhwnmhmm-mﬁabmmm
sucedié en nussetro pais en la época de la Colonis. Este dato es importante, porque cade
mhmmdzs%&w on cade emmberazo, de procrear un hijo

e do que sufrink do ia hamolitica grave. Por ostas razonss, s nocesario realizar




entudios desde ol punto do vists genéti idemiologi logico y médi
-pm:bbmmwmmhmuﬁmdemdiw&m
gy b 4 h ibuir a 1a i i6n do Is p a6

ya que

Enh, tosin de dos p En la pri sc analizan el tabejo en sf con el

i del probl los - do los c éticos y de las
h-no.lobm-lqnﬁ-onlnhnucblo-obpuvo-yhlhpému lo-nculhdouyh
dis i6n del trabsjoy en Ia seguncia parte se p el y pado para
su publicacién en la revista A i Je 1 of Hh Biology.

m. ANTECEDENTES.

. A. MARCADORES GENETICOS

Los c bti son fis heroditarios, polimérficos, definidos como la
mude&).onﬂlm(nhlu)demnlqw-mdem donde o]l més
raro de ellos no puede explicarse por & o quo significa que tieno una
frocuencia meyor del uno por ciento en 1a poblacién general. El estudio de los marcadovos
gendticos se inici6 con ol & i de los grup f = principios de siglo
(Landsteiner, 1901 -mpludopa-Rneey anger, 1975) y i on ia década de los
19508 con ol hallazgo de las vari fordtions de las p dricas (Smithies y
Walker, 1955; Giblett, 1969). P ' 0 bri los antigenos del sistema
HLA en loucocitos (Payne, 1964; isado por Bodm 1986) y = los

i de iocién polimérfi de longitud variable (RFLPs) (Kan y Dozy, 1978,
Botstein et al., 1980) y los Tedtid patidos en s iable (VNTRs), ambos

analizados cn Ia molécula del DNA (Nak et al, 1987).

Para que un factor b ditaric sea iderado como dor dobe cumplir con tres

isitos indisp bles: 1) que en su exprosién intervenga pooo o nada el medio
2)quep 8sin bio en 1a vida de los individuos, y 3) que su modo de
h in som deliano simpl




IIL A. a. CLASIFICACION DE LOS MARCADORES GENETICOS

Los ok éticos pusden clasificarse on: 1) Glicepretsices y 2) de DNA (Tabls
I)Eﬂnhmnm ohmm como los grupos
sanguinecs ABO, Rh, MN, Ss, Fy, P, etc; los # como las vari dols
h-no'lobn-(A.S C) y las enzimas, como la G6PD, PGM y FAE, antre otras; if) los

= que compranden los antiganos del plej syor de hi apatibilidad o
Sistema HLA, y i) los séri en dowxde se las veri _ foréticas de
Hp, Tf, Alb, Gc y los alotipos Gm, Am y Km de las innmamoglobulinas, entre otros. Los
marcadores de DNA son i) los RFLPs que pusden ser o driales y M) los
VNTRSs que son k se han empleado en chi dn-lhdnsd..-n-l—ponubla
do logia en ol hombre. No se inchryen en la Tabls I los d
citogendtioos que en su may ponden & C delah i

itstiva (Sal 1990s).
Los marcadores proteicos han sido bien izados, y so tanto su funcién como

los gencs que los codifican. Por ejemplo, el sisteme ABO se encuantra codificado en el
aromosoma 993 1.3-qgter, ol sistems Rh en ol cromosoms 1p36.2-p34, lIa G-6-PD on ol
Xq28, el sistema HLA en ¢l 6p21.3, la albémins ¥ ls proteine Ge en el 4q12, la Tfen el
3q21, la FAE-1 en ol 2p25; las cad pesades do las i lobulinas en 14g32.33, etc.
(McKusick, 1990).

0L A. b. METODOS DE DETECCION DE LOS MARCADORES GENETICOS

Los métodos utilizados pars Ia d idn de los - dticos som de varics tipos.

Ahmbhm“ml)hm“oh-mdo

aghuti antigeno- po pare identifioar los grupos sangué las prucbas de

& icidad, parn & los antigencs HILA clese 1, el cultivo mixto de linfocitos, pars

mhmmcu—n 2) Ia ok foresis, en dife tipos de sop
id6n, agaross, ilamide) y sus MCi como ol isook foq (R.i.hcui.

1983), en donde so identifican las vari 3 foréticas de & i it

éri 3) los métodos de South GVIS)yOhmwnmudmah
pollm.-n(l’CR)m-whﬂn-ﬁmchl)NAy idenciar su polimosfi porla




pressncia o susencia del sitio do corte de algune enzimes de restriccidn especifioa, © con
scmdas slsio-especificas o polivacyfismocs " s de cndena ssmcille (Mullis et
al., 1986; Mullis, 1990; Saiki ot al., 1985; 1988; Ertich «t al., 1989).

Tabla 1. CLASIFICACION DE LOS MARCADORES GENETICOS
1. GLICOPROTEICOS

D Eritreocitices Antigence de mevnbrens (Grupos sanguinsos)
Hamoglobimes (A, S, C exc)
Eazi i ¥ it (O-6-PD. POM, FAE)*

) Lewceciticss Antigenos de membrana (Sisteme HLA)

) Sérd (Alb, Hp, T, Gc)**
Ambh-l.(am.mh)

2. DNA
1) Nacisares RFLPp®®*

:?-GID-,f &-Sonthao — oM s IA:-*“-.*;
Al ~ He - - rape apesiies G
SCORFLY ~ f & in poliniefices; ****VNTR ~ sepath

varisble.




OL A. c. POLIMORFISMOS MOLECULARES

El estudio de los polimorfi enln lécul (leNAm‘m‘chnmnlehwonl
dio de las end 2} o i do iccidén, cuyos con los

trabajos de Arber y Dussoix (Arber y Dusaoix, 1962; Dussoix y Arber, 1962), quiencs
di 1a relacién emtro los b iof ¥ la resi ia do al, copas de b

a su infoocidn. Ellos b wn delo do restr on y i 6n para explicar

ellofuabmtno(ob-uv-domgm-hn-nepas Luria diez afios antes), en donde una

mdensﬁccﬁn':mmmmlﬁu&hmdmodplDNAy

corts sus dos cadenas, y por otra parte, una "enzi de dificacion™ ia
socucncia de bases y la modifica, porloquedapde-u-munlop‘nhmde
lestﬂec:bn_L.pnnnrl i de i6n fue aislade por Mosel: Y Yuan en 1968,

provenionto de&vchcﬂclllaoolleonnq—imimwudeATPy S-adenoeil metionina que
produoeﬁwdeDNA-llw Dos afios después, Smith y Wilcox (1970) aislaron y

Ia i do He sphilus irfls que da fragr o'pcciﬁoo-y
mqumdenonoalwg** En ol mismo aio Kelly y Smith in
Stidos que cata Glti i ¥ Danna y Nath (1971), Nath ySmhh
(lWS),yBerg(lQBl)hunplmm;-noon-rDNAdeSV40 Apnnlr&unfednle
han aislad de tipos d de ond 1 tanto b como fangi
(Roheﬂ.- lm@,ﬁhunmm’bh-m‘-dammelmm
ia istica de cortar, dej dos, y otras,
heai . Las i de jocién se han clasificado on tres tipos o clases: las de tipo 1

reconocen sitios especificos do DNA, poro realizan cortos al azar, lejanos a los lugares do
yeconocimiento; las de clase II reconocen y cortan ol DNA dentro del sitio sspecifico, por
lo que son las més utilizadas, ﬁbmmmymmh4n
8 pares do bases y, finnlmeate, las de tipo II1, que ti dias
(Chexfas, 1984).

Con o] advenimi do s logia del DNA bi ha sido posible analizar

It on ol g que pued ducir alguna d-mmm
ctal, 1985; Gu-olh. 1986, Ct-lnbdnl 1987). Una de las K mds

utilizadas es ¢l emplec do de iocién, que y -hn--pdﬁoa
del DNA, produciendo fragy de longitud variable & inad R]-'l..l'q~ !
fragn length poly phism®). El polimosfismo es dobido a adici o

loci Jootidi onls ia do bascs. So ha cbeervado gque muchas de las

10



i son. p tes y "ail 3 ", csto s, no rep en Ia bioguimica y/o
fisiologis del organi: yp al grupo de polimorfismos més frocuentos que han
servido para mey los (Cooper y Clayton, 1988; White y Lalouel, 1988).
Loa métodos que p 1a i6n de al i on ¢l DNA son el do Southemn, ¢l
de PCR con sus dif yia imci6 lootidics. El método de
Sanh-nseb-umelomawn de iocion, la sep 6n de los fra
por clectroforesis en geles de agar ia fe ia & un papel copecial (membrunas de
nitrocelulosa o oylon) y la hibridecién con c das pars identificar el gen &

tigar. Las das son obtenides de g de DNA 6 de cDNA. El método de
PCRnb.uenhnngﬂL i6n de un segx do DNA entre 107 y 1010 veces, yla

idenci deln o ia de un sitio de iccién con una. i especifica y
) fc oon‘ do etidio pam observarse con luz UV o tincién con plata y

. 10 con ™ 2 * de peso molocul ido. La iacion de un fra
do DNA puode 1 a cabo ol do el fragr on plismidos especificos o
directamente del amplificado por PCR (Wu, 1978).
Deosde o] punto do vista prictico, cs dable empl lo-R.FLPn[urlloaeatudm-
detallados, dobido a gue 1a fin ia de poli fi os yor cn el DNA quo
on las p i debido a que la iscién on Ila ia de basos nuclkeotidicas catre
individuos es de una por cads 100 a 200 pb (Ropors, 1987) y comprenden tanto los exones
como los intrones, las zonas aled y las ropetitivas, en p i6n con los .

dv do 1a traduccién de los

proteicos, que sélo son el p

Letp ik s

OuolupoldeRFLPl-mlu ducidos pos las ins do P
on minisatélites, alt polimdrss a los que se ha denominado "hucllas
dngule-deDNA'(Jeﬁ‘:vy-etll. 1985) y Jos VNTRs que se han encontrado asociados a
ocomo al bl (Scharf ot al, 1992 ). Los RFLPs se proscntan al
mmelm.ynhnuﬁl'mdomhm de ligami en
y dos & padecimi A ki d-l..l985,0usalln.
1986) . A)g\no-amom-aﬁmmqnn don o inar los
incluso en patologia multifactorial (White ot al., 1985). Cmnhmén.lo-m-p-dp
restriccién, so ha observado que el mapa de un autosoma tipico es, an promedio, 1.9 veces
mis grande en las mujercs que on los hombres, lo que inctica Gus hay por lo menos dos
vecos més do binacién en los ilos que en 1os cepenmatozoides (Fig 1). El

efocto no es uniforme en todos Jos crosnosomas: se ha cbearvado un incyemento do




polimorfi y binacién en los d» lon mi Esta dologia ha
permido conocer mejor Ia constitucidéa del gmoma nssano, analizar su segregaciéa por
mmum—_.bwﬂmmymh

posibilidad para ocon Mon gand tando en ocomo
on individuos portedores (Donnis-Keller ot al., 1967).
F
7
[
Fig 1. R i jom del 12 com los sitios de las sondes y la
fin de Dacitn tanto en cromosomas femeninos (F) como masculinos (V)

(White y Lalousl, 1968)

12



Il A.d ESTUDIOS EN LA BIOMEDICINA

= Senéticos han tenido gran splicacite en la biomedicies. En un principio s
wiilizeron en ias prusbas pere fasi senguin y @ eatudios de icitn oon
ot e i -mmmhm-l| s 3o 1o
srupos b de 3o com i fin in de dieti " -
emmplenn an otras freas del conoCEMiento, como la biclogia moleculer, la gandtion
. ¥ Ia gemitics legal y forense (Tabla 2).
Tebls 2. MARCADORES GENETICOS EN LA BIOMEDICINA
AREA BIOLOGICA APLICACION EN
Genltica geaneral
W&m,w -
hereditarios
WOwnluwu
Gemitica melecular ‘Miapeo de romoscuRes
i aba de =
D itn de no-dissy b op
A ecio pendtioo y diagméeti "
Gemitica de pobliach Selecsitn y N
.. .
Frecusncia de enfisrmedades
Estudics de gemelos
Genitica lagnl y fo Estudios de patermidad
D LA A caaer 1
Solatrion O " e :
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oL A. e. UTILIDAD DE LOS MARCADORES EN LA GENETICA

DE POBLACION
Une imp asplicacion de los c penéticos ha sido la ibn do
blac ds 3o con Ia fre in de disti polimosfimnos. Esto es do notable
Mwwmm-w—, pos h as do con
oloola-dohpalyoond.\nu it bjetivos ooeno ol caré las oc.,
o gue tuvo oo ob que todos los seres hnmancs pertonecamnos
& la supecie Homo sap » (Smveunhagen, 1992).

A By 1a may de los investigad pts la definicidn del ino “razas

h ", como: “poblaci que difieren en 1a frecuencia relative de algunos genes”
(Oobzhaneky, 1964), 0 como "grupos hnnmance entre 1os gus ol intercembio de genes ha
o culturalcs® (Zavala y Lisker, 1979). Enla Tabls 3 se p un & do fre i

génices de los sistemas ABO y Rh en dif grupos b

Tabls 3. FRECUENCIAS GENICAS DEL SISTEMA APO Y Rh EN SKIS
GRUPOS HUMANOS

FRECUENCIAS

GENTICAS
P o b 1 [ c

i [ n!
Alelos

Blanoa Asikti Nogya Maestiza® C Indigena®
Sistene APO
A 268 an 258 -130 137 034
B 068 144 .170 049 058 013
o 664 684 572 821 .B0S 953
Sisema Rh
CDE . 006 000 002 064 043 049
Che 398 635 122 481 A86 519
oDE 123 262 094 258 261 355
cDe 048 020 A36 037 062 077
ode 424 083 346 159 164 000
1 Pellalous y Lisker, 1994.
* Poblacionss sexicanss.



El estudio de Ia frecusncia de 1os geass en Iss pobilecicnss 3o basa en Is ey de Hardy-
Wn-h‘hbm“wt“-m-dw”

un gam, Ia proporcidn de Mterccigotos e sory ds y que ls recusacia
de los genes parmansce immmsable o és del tiemugo, siempre y do exists ixia y
108 genes en cunstide no estda idos a ia pbe da S oot como is

P N ta giemicn L.

[ (Cavalli-Sforzs y Boduase, 1971).

Con lns frecwsncias giaicss de ios difls o peop
hn“mo“-ﬁm*ﬂh*&hm
4 ne inch os pondientes & estudios realiaados en ia poblecitia saexicsns,

y donde se citen los detos de dos distimtos grupos de mestizos dal Distrito Fedmral,
estudiados por dos grupos de investigadores diferentes (ver Lislor ot al., 1990).

Tabls 4. ESTIMACION DE LA MREZCLA TRIHTERIDA DE ESTUDIOS
PREVIOS

ORDENADOS POR CANTIDAD DE
ANCESTROS INDIGEMNAS"

Frecuenmncia gémica
Cindad Eswado n
Tiancala Tiaxcals 138 a7 762 -159
Saltillo (e Minie) Cosbuaila 123 -152 610 238
393 107 563 330
Cimdad de Miaxico 510 029 562 409
Sehilico (Commins) Conhanila 104 042 556 402
- 161 217 AT74 309
El Casvasn Campeche 109 284 432 284
Vi Vi 148 .256 -394 350
Salad Vi 1ne 302 396 312
Tassiah Vi 109 403 307 288
Cindad do México 474 014 276 708
* Lisker @t o, 1990,
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oL B. HEMOGLOBINAS
III. B. s. ESTRUCTURA Y FUNCION

Las hamoglobinas son un conj de p mplejas localizades en ol imtarior de los
- ouys Amoid imcipal es Ia de ¥ el onfgeno e todas las cbélulas del
crgamismno. Estén constitwidas por un grugpo hemo (Frotoparfime tipo IX y us étomo de
hissro) que es comstante en todas Ias hamoglobs y ch polipsptidicas: un par
de la familia ajfs, con 141 amiacdoidos cads uns ¥ el oo par de ls familia bedc, de 146

Fig 2. Eaq - de la molécula de la hemoglobina
mostrando loe grupos Hewno dentro de las cadenss o y P.
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La familia a//a estd constituida por los genes zeda (&) y alfa (o) ¥y @3). localizados en el
brazo corto del crc 16, i do varios s (Fig 3). La familia besa

que comprende los genes &, Gy, Ay, 8y P (y el pseudogen beta localizado catrc Ay y 5), se
mumud-enelh‘zomdelum 11, mun-lonmtudlptonm-d-daGO

Kb (Fig 3). Las diforencias entro las disti b globi y lox) radica
procisamento en Jos tipos de cad de globi quo las i (Fig 4).
&2 Wil wo2 wal a2 al o1
Familia 4/fa: - o _o_a »_= a X cromosoma 16
e Gy Ay wp 8 [:]
Familia Beta: ___® == a = - 3€ cromosoMA 11
Fig.3.R 5 : dtica do las familias alfcr y befa globinicas en los
cromosomas correspondientes

Lash globi ! dan ser clasificadas de acuardo con el periodo on ol ques 30
h ol llodcl dividuo on: embrianarias {Gower I (5; ¢ ), Portland

(Czh)yﬁwwcll(azs»l fetal (@ v2) y dol adulte [A (az B2) y A2 (a3 83)). Las

molwmmnmrdnlduzsany

globines Sy € sc si

pormanecen basta el final del p de g ion; las globi Yy (QGry Ay) se
sintetizan en ol higado, tionen su mbxi; ) xpresién en ) segundo tri del emb

y & después dol imi del individuo, p ok f\ i

en el adulto, m”ayﬁuwmmwnm&lww
de geatacion y luego en médula Gsea y p 1a vida del individuo y cl gen &
se expresa en médula Sses en bajas i poco después del imi Enlas
figums 4y Ssop un escy do I fi i6n de los distintos tipos de hemoglobina
y Ia expresion de las dife ) globinicas en los disti diow do d 1lo

humano.



€ croMmosOMA 16 X cromosoma 11

HEMOGLORINA

e __ = = [
w, __ 0O Gewerl - _ oy
way ___ O Peordand - Ay
wx, ___ 0O Gewer 11 a wb
ap - Fotal - [
a _._® A [ ] [y
o a A1
Fig 4. Rep i6 : stica do 1a binacién de ganes para formar las diferentes

= 1 = |
Fig 5. Los genss B-globinicos se oxp i ch el & 1lo del

individuo. La oxpresitn ocurre en el sitio de eritropoyesis que ponde al periodo de
desarrollc, do 1a siguients mansers: el gen ¢ en el saco embricnario, los genes Gy y Ayen
higado fetal y los gonos ®y @) en médula Seea del adulv

N Cabacisas) — nacimi
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1. B. b. REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
B-GLOBINICOS

El estudio deo 1a exprosién do ls familia de genes B ha servido como un peradigma

imp pam der 1a regulacién de la ipcion, en wjidos vepecificos, durante
ol & ilo dol individ s-nhqnhmdnpbﬂuluu@.o{.*i sy P
a0 exprosan en ol orden 5' > 3'y = de 1)

..y
aumentadores) y distales (mnocm*ml*baa LCR) (Dillon y Grosveld,
1993).

Un pr os la region inmedi ior a cada sitio do inicio de Ia
ipoin, el cual iste do hagares de unidn a fis Qe g 1a mag
bésica do la ipcion del gen. El gen B-globi o g tipico

oonaunndopormu;nTATA-:M-SO(MdmC.pMmRNA).mm
CCAATm-70y-90ymmCACCCqnnmm-QSy-lZO(D_hd

al., 1983). Sc ha & do quo las é en los ek TATA y CACCC
reducen la expresién del gen B (Weatherall ot al., 1989). Estos clemeantos también so
oncusniran en otros genss No eritroides. Se wvarias p k que 50 unen a las
regionos promotoras de osto gen, igog Ppars o5 1a funcitn. Estas son los factores

de transcripoién (TF) TFIID, TFIA, TFIIB, TFIE, TFIF y TFITH en la caja TATA; el

factor de unién s la csja CCAAT (CBF), las protsinas CREB, Ets, LEF-1 y otras en 1a caja
CCAAT.

Los dores sc defini en un principio como “fie do DNA que puoden
ostimpular on cif & un gon on ol mi ¥ ido, funcs on y itorion y
pucdeon ser dos por muhi izacitn do sitios de unidn e protoines”. A L ol
mmruhMmmﬁwbDNAanh
ipcién on casi 1 yo. En los gencs beia-globini 20 han d ito varios

aumentadores, como el segundo intrén del gen ¥, Y algunocs corcanocs sl gen beta, asi como
ol seguindo intrén y ¢l teroor oxtn del gon beta (Behwinger of al., 1987, Antoniou ot al.,
1938) Tmunnhlm-lmdommrsso-mpbmyalgmﬂqw

h diez veoos la cxpresidn del gen (Trudel y Constantini, 1987)
ym..mam-hmwﬁ-mlcw.nuu..lm Seha
localizado otxo aumensador cotre 400y 1150 pb hacia 3' del sitic de poliadenilecién de Ay,
Ew#to 3itio ce sonsible a DNass 1. cs tejido-especifico y estimula 23 vecos la transcripciéon
del gon (Bodino y Ley,1987). Ejcanplo do protoinas gue so unen a estos clementos son el




factor do transcripcién Oct (OTF-1=PNFE-1), y los factores NF-E2, NF-E3, 8P}, CDP,
NF-E4.

El elsmento de control distal, DCR o elemento de control de locss, LCR, fuo identificado
originatmente como una regién de control hacia S° de la familia de las B-globinas.
Actualmente se sabe quo también existen en otros genes como en ol complejo mayor de
histocompeatibilidad, en el gan do la lisczima y en ¢l gan CD2. Los LCRs son tejido-

mm.mhmnm-h ine en un do e
(g Xp ion assay”) y son estables en ol desarrollo. UnDCan-b.u-

definido por su funcién, como "elk quo confiere i6n en un a pivel

indopendicnte de su sitio de integracién en ¢l g huésped imal bai poro

dependiente del mamero de copias® (Olo-vddet.l 1987; El‘el. 1993).

E1LCR de la familia de Ilns P-globinas fue doscubierto por Tuan y colaboradores (1985),
quienes cbeervaron cineo peguefios subdominios (cada uno do 300pb), distribuidos en
cerca de 10 Kb localizado a 6, 'll. 14.5 17.5 y 21 Kb antes del gen e. El grupo de Grosveld
(1967) prop que so sblo de ellos y L »o d i HS-1,
HS-2, HS-3 y HS-4. So ha domostrado que ol LCR P o un activador powitivo domi

quo puod pars hoj bles con cade uno do los gonos de 1a familia
ﬂ—globlnmmb-d:mmdel ilo b y bifn sc ha p lad

que "abre” ls croméitide para der inicio 8 la exprosion do los gencs (Evane et al., 1990).

Elefocto de LCR en la ipoidn invol Ia i #n con protok )
ospecificas. Los estudios de "huellas digitales de protoinas” in vifro ¢ in vivo, han
permitido definir los sitios de & 6m en ke ol jos del LCR. De acucrdo
con owtos Itadow, sSlo tros i son QGATA; AP1 y socusncias
CACC(GATG). La actividad, indopendionte do 1s posicién do los LCR,
comrelaciona mejor oon Ia p ia do los & GATA y CACC, mientras que Ila

ividad de dor total (al pars HS-2), requiere dol motivo AP-1. A los
motivos GATA y AP-1 sc unen los £ do ipcion GATA-1 y NF-E2 que son
erittoide espocificos, ye—meo-FaqnnomW micntras quo los sitios
CACC/GGTG son por distribuides ampli
mluymdoh-mSply'hpo slal mmm”m.hu—

i y son i P dos en ¢l 1 do la
actividad promotors en célulss erittoides. Las iodad icas dol LCR puoden reficjar
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lay icién e i i6n de fi

conocidos mis que 1a accidn de un nuevo
Ay deo res géni [ loy y Orkin, 1993).

Il B. c. HEMOGLOBINAS ANORMALES

Lash ki 1 & Y 1,

P sor a i en ol DNA,

como deleciones, mutaciones de una o varias bases, o i & 1 de
wupociﬁulmhﬁmﬂmdegmqmnmmphdmdehmwn
de los mi omal p i del RNAmM. Estas alf p
del.--lgnienbm-m.

1) Por expresién de un solo tipo de cadenas globinicas, como la hemoglobing Barts, gue

o8 un de las cad ¥ (74) Y 1a hemoglobina H, que ¢s un tetrimero do las
cadenas B (Pg).

2) Por bio de un inodcido por otro an 1a estr pri ia de 1a molécula. Este os
el tipo do al ién mas fi qunuh-nmwa3hpo.dlfm(McKuswk.
1990). Do 30 con 1s rop i6n bioguimice y fisiolégica, se puoden cl segim
el tipo de amino#cid ituido y la poaicié qnoalp.éﬂcmhmolécuhm ) quo no
haya bio funcional ni bi i ble porae nonealtauharyoléotnc.deh

#) queo bio en la carga cléctrica do Ia lécula y en su fi 5n, como
Ppor ejemrplo la HbS y las hemoglobinas M, que mantienen al élomo de hierro en forma

wwenwmmum ¥ i) gue el cambio origine
inestabilided en d

3) Otras, entre las gue se la

o dismi i6m de Is si is do lns
& globinicas quo prody desequilibrio on 1a relacién do las cadenas /P,

producicndo al ¥ I c || ias, y 1a modificacién del cambio de HbF a
HbA g do une persi: ia hareditaria a la HbF.
De las més de 600 & enla Mcula de 1a b globins i das en Iln
ki tros so p cm alts pr i6n en poblaci b S (S Gu—>Valy
E (P26 O—~>Lys) y C (PS Ol—Lyw), Ibelhl mwaums;:h
heterocigotos SC y S/P tal i con ia grave, en np i6n con los

2%



b g de las A CyYE,que con - Jderada. Por ollo os de
ip ia ol dio do esta logis.

Il. B. . ANEMIA DE CELULAS FALCIFORMES

La anemis do células falciformes es un padocimi Saxzi ivo, sonado por
mmm(cmﬂc)blmoo&nbhl c beta globini La

F K in de esta aly 360 fus sealizads por Herrick en 1910 al cbesrvar los
m-:ﬁmbhznmmmcmmm Enl9l9l’-|ln'.
Itano, Singer y Wells demostraron que en los individ del p D
w“w‘nmvmd-d i ice difer ala ‘(A)yl-
S (sickle). En el mi afio, Neal & stré quo los _ con
mwymumlunmbhoz-nw”-upq-mm
lichad jilar en ambos padres h igotos obligados; en el siguisnts afic, Harris
6 quo I dofk idad eri itaria os debida & la polimerizacién do la HbS on fibras
siongsdas. Las prusbas de la lidad 1 i dades por Ingram (1957),
quien demostrd gue la hemoglobina S diferia de la A en o] amincéocido valine, qus
i =l gh 300 en 1a sexta posicién de las cadk B.-El béo en 1a polarided del
ado, da como do Ia unién 1 del oxigeno en solucionss diluidas que en
esstado desoxigsaado se poli i do e i6n emtéb ¥ en .
h igoto, produciando fibras elargadas (Fig 6). La polimerizacién produce rigidez del
globulo rojo (célulan en hoz) cn hugar del eri ito biot ¥ flexible, que e impide ol
libre flujo por los capilares. Balochhw-h-nbhlh réni ¥y pexiodos vaso och
que puoden llover a 1a is ti Los g > wne grave anamia ardnics, con
\wll(:.u.ll.ﬁyl()m.ldltloL "" ‘ es sobeelievada por los

la

e g
ap e que den & comp el oxigeno perifirico. Sin

mhup mmmme‘h“bhh bi fin ok

y ot rga do hierro por L sanguk Los érganos més afectados
.ouelhzo 1os naoeos, los cjos, el corazém, los pulmonos y los rilionos. Gensralmante en
la nifiez p d alb-m.“‘ a infs Yy i6n del mi outo tiene comoO

in infe fre que, en U conjumto, mhvﬂ&hm
(Comings, 1972). La ansmia de células falciformes fus ol pri Hemplo de
on la que se deecribis su i decular al dem

] csuss un bio on 1a is de aminoécid
que origina la ia greve ristica do la entidad

ey

que la 360 en ol gen
enlap ina revultante, lo




Esdcnowblemlerésseﬁ.hrquenpeu-rdequeloshmnomgcnosumlmlfnﬂn

reproductiva por la patologia antes dk los h ig pasan ), como
normales, y en aquellas parej ituidas por h igotos, las dos partes do
los hijos, aparentemente sanocs, son portadores. Euloeldegmnnpoﬂmm pue-os
comin la endogamia (y por lo tanto 1a guinidad) en pot 8
poquefias y aisladas.
De 103 72 millones do p ok (AS) calculsdos para 1992 en cl mundo, principalmente
en Africa y en aquellas regi on donde ha habido inmigracién de cstos ing
(Nagel y Ranncy, 1990), una alta proporciéon se casan catre sf, g do un gran mk
ivo de dioa poblacionales con fines do

de pacientes homocigotos. Este dato es
ascsoramiento genético y diagndstico pronatal. Por otra parte, sc ha observado que los
i6n mayor de lo esperado (20 por ciento en algunas

portadores se on proyp
regiones africanas) debido a que resi mejor la infeocién por Pk diums _falciparum
que es endémico ¢n algunas zonas . Varios estudios (Luzzato et al., 1970; Friodman, 1978;
Friocdman ot al., 1979; ngelyRol.h, l989)lnn do quo 1a b globina AS se

dium info los i lo quo duce s la del

polimeriza cuando el Pi
pardsito cn talcs células y esto trae como ia una seloccit 1 de los
individuos heterocigotos en regiones endémicas (Allison, 1954). El descubrimiento de
uno do los p lsdos de 1a

esta hemoglobinopatia ha sido impor para
evoluciém darwini en ol ido de gque una ién puede ser b fici y
perjudicial a la vez, dependiondo do las circunstancias en las que se prescnte.

Como se iond en un p las i h globinicas se identificaron
original por su dife movilidad el forética, y p i por la digoatid
© identi i6én de log inodcid i yporel bio del punto isceléctrico.
A 1 los métodos de biologi jocular han itido clonar y lizar a las
alteraciones en los gones por medio del Poo oot de iccién y/o

lccucncmcnén, o por amplificacién con PCR y sondas alclo-cspecificas o polimorfismos

fc les do cadena sencilla (Saiki et al., 1985, 1988. Wuotal., 1909}!.;&-«
al., 1992), Enlosslgunmas-puudo--emhnlin ontos dk
énfasis on ol diagnéstico do cstas alt




Fig 6. Micrografia de evitrocitos en forma de hoz por snemis de oélulas falciformes y
* Aon de cadk de eritrocitos (Comings, 1972).

L. B. o. HAPLOTIPOS DE DNA

Loa haplotipos son definidos como los *loci ligados en U MERMO CTOMOsOMa® y por
consigui al yofen = los poli fi de DNA evidk iados con & de
icciém, habl do los pat [P in (H o

is ()} de varios sitios
polimbeficos a 1o largo do uaa familis de genes, commo los de las beta globinas, en un
mismo cromosoma. Estos haplotipos fi

mploados pox pr ez por A kis y
cols. (1982) pars & ibir las inci lo-" locul; onla
ammmmym (1984) los amp pare i igar el orig

éntrico o multiod Ael gen pS bored i por el
a\-vodv“ bl (1988). Ademé

hmutv‘&p-mhmﬂ\mdem
opisthsicos (ofectos do otroe genes on la exprosicn fenotipica de un gen anommal, por
sjemplo, los genos y bl

p do In sfs is do HbF, que pusden modificar algunos

rasgos clinicos de la anemia de células falciformes) (Negel y Ranncy, 1990). En el caso de
Ia familia B-globinica, Ia & ién de 108 hapictipos ha sido ampliamenie utilizada en
ol "rustroo” del flujo génico do una 36 Jculax (A kis et al., 1984, Hattori
ot al., 1986; Nagel y Ranncy, 1990; Duumuhet‘l 1991; Oner et al., 1992, Zago t ul.,
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1992; Flint et al., 1993) y en ¢l origen y lucién de los gr h Wai ot
al., 1986; Long ot al., 1990). Ademés, elmbhmhnh-‘dob-
haplotipos, es de utilidad on ol genético y en el disgndstico p 1

Dado que una matacién del gen beta globina osté ligads necesariamente a un haplotipo
particular dentro de los 60 Kb de DNA do 1a familia do ganes, cads nuova matacion on ol

gon bota, tiane la op idad de estar iada con un hapilotipo diferente. Sin embargo,
dob: on trow ik ’ Dia #6n puode haber aperecido mds
de una 50, pero desap ido por i talos como dariva génioa o presion

seloctiva negative, 2) la mutacién pudo haber ccusTido miés do una vez pero cads cvento en
cl mismo haplotipo. (La posibilidad deo estos dos casos depende de la tasa do mutacion y
de la fir ia do los haplotipos ligados a Ia ién on la poblacién bajo cstudio), y
3) 1a presencia de sitios de ol c binacién d de 1a familia de genos Nagel y
Ranney, 1990). Estc deto os importante porgue existe un sitio de alta rocombinacién hacis
5' del gen B (Chakravarti ot al., 1984). por lo gque puede esperarnc una gran divergencia en
a ién 5' del haplotip

El pri infi de ligami ontro un sitio polimérfico y ] gon B8 fue hecho por Kan y
l)ozy(lws).mmqwdw”cmwdebswﬂsdemm
anomia de cédlulas falcifonnes y de origy i iados al fragm de 13 Kb
yel 40% . ba ligado al fiw dn76Kb Emh-llmw
que la matacion so realizé en dos di yp se comp 6 quo
estaban localizados en dos regiones distintas do Africa (Kan y Dozy, 1980). Por estudios
miks amplios, Meoars y cols. (1981) comprobaron que no cvan dos sino tros regionss
soparadas en Africa y méds tarde, olmdePw(lW),Mllmde

restriccion en 1a familia p-globinica, aclarb defini que la i6n Nugid on tros
wenpactﬁc.-ydnfa—nuonﬁnﬁw-.haquﬂ-mbw BannyCAR(C-nnl
AMW).MIIMBM(FQ 7). Poco tiemp se infc S do wn
haplotip ristico do Arabia e India d inad del- i que su
Arabis-Indis (Wai et al., 1985) y un haplotipo rogional de un droa cstrecha
deAﬁ-mh-bnud-porolmEtm.ll do “C n” (Lap alic ot al., 1989,
1992). Do csta e han do cinco haplotipos dife Laci dos con
cl gem B8, iriendo que ol ional i5 igual o de veces en regionos
i i trededor de las k declm-mﬁmm Sch-nobnwv.dovu:-ncam
una proporcién no mayor del 10 por ci deobid ipal als ik ibnos

entrocruzamientos on ol "punto calionte® kmhudomlocpuwﬂy B (Chakravarti ot
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al., 1984). Por otrm paste, 0o s han do haploti diffe an otras

pob istic oinl.n--n-in-m:;N:;lyFl-ﬁ‘. 1992). no se
descarta la posibilided de haplotipos priveti on sigunas regiomes de Amdérica,
dads la alta incidencia de Pk s vivax 'y Pl ciieeme _faricip on sigunas

f;;)l lizacitn geogrifion de loe haplotipos B-globin fpicos (Nagel y Flemni
Con respocto a los ganos A, bidn se han izado haplotipos tipicos en

poblaci i i y asidti (Tabia 5) los g han sido tomados an cuents
por slgunos sutores pars hacer di: i b entre difer poblace (Wai

st al., 1986, Long ot al., 1990).

Los heplotipos encontrados en PC (6 GAG—AAG) getén ligados al Benin (Boshm ot al..
1983, Labie y Nagel, 1987) y varianies de Bant (Trabuchset ot al.,1991), ¥ los B-talasemia
a los Bant, en su meyoria (Antonamkis ot al., 1984).



Tabls S. HAPLOTIFPOS CARACTERISTICOS EN CROMOSOMAS B8, pC, gTad
Y PA EN DIFERENTES POBLACIONES

g Gy Ay wB 8 [
s - -__,m (=] - -
' 4 .4 * * o * * °
He He He Ho Ho A Hp B*
POBLACION HAPLOTIPO GEN
Africans:
BANTU - + - - - + o+ o+ s
BENIN - - - -+ + - o+ [
SENEGAL - + - + + + + + s
CAMERUN - + + -+ + o+ - [
ARABIA-INDIA + + - + + + - ps
Caucésica + - - - - BA
Asidtica - + - -+ BA
Africans - - - - + BA
Africans - + - -+ + - o+ o<
Caucésion - - - - - + - o+ pm

* Hc = Hinc II; Bd = Hiad ITI; A = Ava II; Hp = Hps I; B = Bam H1
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IOL B. f PREVENCION DE HEMOGLOBINOPATIAS

El primer informo sobse ol anklisis de 1a h globina con propdsitos de diagndsti
p 1 para Ia pt ion de h lobinopatias, so realizé en 1971 por Hollenbeorg y
ocols., wmndmhﬂma-udoh-mn&“' Aen do sangr psifétie-dn
fetos humanos de 9 a 18 de g i6n, por fia de & énico,
) is y andlisis triptico de péptick m-mdodwcbkm(le)mlo-
dife tipos de cad globini intctizades cn el de i6n, en
fotos obtenidos por hi El método que
iculoci con ) ina radioactiva, fis on ia do wron EM y
k forosis después do Ia digostién con tripsins, distinguiendo do csta ia
hemoglobina A de la S. Hobbins y Mal Q974) llaron un métod
mfaﬂbmmmmhmmmhpmm
dllwl..mmweonlS-zo de do que se aps hd para
dotoctar algunas al b globini como alfa talasemia (Tsylor ot al.. 1974). En
1976, Kan y su grupo culti fibrobl do flvido Mtio0 y cuantificaron ©] mEnero
do gencs a por hibridacién con DNA radi N ol o 8 RNAmM

spondi y ol diagnéstico de alfs tal im en de b
umbilical. En el mismo afio, Alter y cols. (1976) diagnosticaron 15 cascs de
h fobinopatias (11 tal i ylmmm-lmmym
phc-nuumoaho En ostas muestras analizaron la is de globi & ch
reticulocitos con 3H-Leu y sep do las cad porx 'lﬂn.Demm-a
mhmmmbmmelmﬂomm&mor—pmdm

étodos labori v tardios que ponian en peligro la vida do la madre y del

m(nwu-dopum 1990).

La iacid iginal entre la i6n P8 y un polimorfiamo de DNA fuo realizada por
Kan y Dozy (19788s), con la ima Hpe I, amploando of método do South En lugar de}
hmwnamﬂde76xbmdeDNAdnc‘hhmh.l-Mm
!‘nmlodenoxbmmdl dio orige firi Bﬁu_v de 13 Kb estuvo

" ey 1o

con P8 y no se e ni
sugirieron por primera vez que oste ligami podis empd on ol diagnéetico prenstal
dols ia de células falcifc yon i pologi En 1979, Joffroys,
simultéinesmente con Tuan y cols, whm“]y%ym
do.smo.pohmérﬁoo-eonl.Hnndm08y7.lxb¢ndmy34y27enel
sogundo). Estos sitios fi splicados en el di Ot 1 do 1a B-tak (Liule

28



ctal,1980)ydola b Jobina S, que combinado con Hpa 1 (Phillips et al., 1980) dieron
una meyor precision al diagnosti 1. También se localizd otro sitio polimédefico con
l-enzrmanmHImclcmS'del.mbeu(KmyDozy 1980), obimiendo bandas deo
1.8 y 9.3 Kb y una variante de 22.0 Kb. hb-nd.de93l(buunom6n-ocnd-enel 100
por ciento de 42 ctiados con tal Be.

Otroe siti tirorfs N " . do i
reconoce un sitio en IVE-28 produciendo fragme

con Asu I que

de 0.8 y 1.0 Kb asociados en un 38
PO cCianto & con B-tal is (Driscoll &t al., 1981) y con Dde 1 en una regitn
Jocalizada en o] aexto codén del gen PB-globine. Con osta Giltitna enzima se obtienen
fraginentos de 175 y 201 pb en el gen normal y de 376 pb en p is do la ion pS
(Geever, 1981). En 1982 tres grupos de i tigadores (Chang y Kan, Orkin et al. y

: Wmud).nm‘p.mnw-m‘d-hb 1y el BB, proc o
fragrnenios do 1.14 Kb en ¢l primer caso y del.34 Kb en o} segundo.

Por otra paste, -1198119 £ dife I ' enla
. con B-tal 3

ia del gen B en
de G—>A en la posicién 21 hacia 5' dol primer intrén,
mhomdm&MymMmmmc—°Tndm39y

c-mb:oenel-modomymabnmduguﬂoménydﬂoménbmk&ndo.mel

P & ™

no por de iccidn (Baird ot al., Busslinger et al.,
Spritz et al., W y y Williamson, 1981 y Orkin et al., 1982b).
Willi (1981) prop S inar ¢l polimorfi do las i de iccidon para

ol diagndstico prenatal de hemoglobinopstias, en células de welloridades corialos que
pusdon cbtansrss entre Ia 8* y 14° somana do gestacién, para evitar los métodos invasivos
di al fetoy rissgoala dre. El método ha sido sceptado y es emp “ﬂ!tlles
propbsitos (Saiki ot al., 1985; Kogan et al., 1987). A osta & IDecé
lkwnabomﬁxmndp‘dlymw‘uﬁ‘pnﬂodoDNAwndemb
de PCR (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988; Hatcher et al., 1992), y analizando la
prosencia o ausencia del sitio deo corto con Mst I1 6 Dde I por electroforesis on gel do

ido oon b de etidio (Sambrook et al., 1989), con nitrato de plsta (Meerill
otnl 1981) o con sonxias alelo especificas radicactivas (Conner ot al., 1983) o no
madicactivas (Saiki et al., 1988),




. B. g. TERAPIA GENICA

El irni do las & & nivel mol no 8610 ou necesario pars 1a

pr 50 do los padecimi de indolc gonética, sino quo i un

l@xﬁuuwpunelmdpm spéuti ho mibs ad das. Estc camp
fc 1o que se como i

El téemi pia génica fue do por Szybalska y Szybalki en 1962, y puode

definirse como el = de padecimi mwdmblm

Hp(wd&hmmodahm) 360 o modificecid

do.mumfamm-m(mh-dwmamRNA)owuw(”wd
) o gue invoh apéuticos y genéticos bien dinc

(Wolﬂ'ylnhb-.l”‘)

La in gé tieno sus fusd en varias i tigaci En pri ino, osth
eltx-b-)odoAvuy NI.cL.odyl\chaﬂhy(lW)thpoﬂiluhd-dcb
inducir cambios especificos en organi P modifiocando las
hereditarias. Més tarde, Zinder y Lederberg (1936) indicaron gue el genoms viral pusde
ser una pato on ol g dob i Y do animnalos (Ledarberg. 1956).
Tm(l%)mméqnblmum.uwpnw”ywﬂp
que podri npl enla pia génice. Tembié MCipd que osta tarapia pusde ser
indirecta o ex vho, esto os, en células das del peci das y regr das al
mismo. Enl%!iSmlhmm.wlblobnh- e-nho-—ihoo-m como

pia génice y Aposhian (1970) prop g dovi derivados do polioma viral
de ratdn en la verepis génica; mﬂmmm@mmbmm
surgide de 1a tradicitn farmacéution, 1a cual, si se considers ol propdaito do un

m-:hcmoomooldo 1a fancié 1 de algunos prooesos particulares
del orgy ol DNA podria ser iderado como "el vltitno medicamento”.
Lang . i6n do pia génica quo invol 1a adicién do osu Sificacién, o3
conceptualmente similar s la pia do L 3 do p - talos como la
insulina o el factor VHI de la coagulacién. La pi itoria es similar o 1a
chrxini i6 apéutica do p fi yla pia no itoria o definitiva, es 1a

#6n del padeci & por o) funci 2 do gones 1
La pis génica ha d b oon lns logias del DNA rocombinante.




Los métodos para ferir genes fovrk a células do mamiforos pucder ser clasificadas
on dos grupos: a) i duccién di del DNA clonado (Capecchi, 1980;
Zimmenumann, 1982; Wu et al, l”l).b)uod-mwlhl(M\llhm 1982;

Rosenfeld et al., 1991), ©) apsulacién con de dor (S inger y
Papad los 1983; S sd ot al., 1992) y d) uso de facilitadores tales como e} fosfato de

calclo(thhnnythEb 1973) o DEAE-d (Mc Cutchan y Pag 1968).

Ea relaciém con los padecimi h O 80 han d lado métodos pers cl
fio do énesis dirigidas en céhulas "proganitoras® (ﬂ-nc-ll).cp.putd-:l-
ltivadas y p fici no difsrenciadas para
L 10 linoas gonminalos do animalos de lsb . R cb
(Go-nlere!-l 1986; Robortson ot al., 1986). Ademds, las o han sido
ducidas por bi i6n homndloga en p que an en el
do.mublmo(l-loq)cetll 1987, Kndmot-l 1987). Umml-choelmdelodel

o ' ™ 1l on ol caso de las

e ’ on las globinas), so han emploado los ok dulad talos como los
P o yLCRs se vié en ol cepitulo IT1. B. b.), que permiten
expresar ¢l gon © genes transferidos on forma adecuada y exclusiva, esto es, Jos transcritos
s0 oxpresarin s6lo on los tejidos en donde se requi su funcién fisiologics, on este caso
on médula Ssoa pars ai izar las globi

La y organizacién de ol lad o han ser
fAexit on su i 36n, y esto, do al imi detallado de Jos procesos
los de la expresidn géni duccitn, estabilided del mRNA y

;wumbl poli-A) (Brewer, l”‘).m_hwpmm&
sorapis definitiva.

A " os . i5gicos inados a la pia génics hen itid
-pluln.-:-l.\m i b ¥ o, ol d de fibvosis
quistica con la proteine en 1 0 la adicién de adenosin-deaminase on defic de
uum).y-hﬁchnh-a probado ya 30 p ios do i igacién en el homb
(Madrigal, 1994), por lo que el ionto de al decimientos por este método os

ynll-_lﬂdymmbjmeld-mqnummhmmamm
padocimicntos heroditarios.
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v. OBJETIVOS

A) Anslinar la frecusacia de siote sitios de restriccién polismérfices
om In familie do gemes B-gh e pact con PPy ous
familiares em prisner grude, erigina del do do Vi -,

y comparar los hallasges con los sncuntrades en un grupe de
imdividuss nocmales.

B) Estadiar la segregaciia de lss hapletipes y otorgar

& genbtice a les pact ¥ & sus familiares.
C) Ratablecer ol erigen de In migr ek come -
L - poblaciin, particul de 1a costa Este dol pats.

D) Contribuir a Ia caractorinaciin genitica do In peblacién mesicana.
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A) La fre do hapletip firk Ngndes al gen p5

C) La mayer contribucida de la migracis a ln peblacis

del Gelfe do Miéxzice os de orignn Bantd.



Vi. MATERIAL Y METODOS

VI. A. POBLACION ESTUDIADA

Se estudiason lsmmm&dmﬁhmy.“wmmm
grado, porsanscionies & 13 familias k

@ ¥ yh De

con las ceracteristicas clinicas y b iogicas, 13 - A h igotos SS 'y dos
M-muosCymsmT‘ 35 heterocigotos AS (23 padres y 12 hermenos), un
padre A/pTaly 3 b inars

origic del Emado de Varacruz. Ademés, se
estudiaron 17 estudiantes voluntarios, sanocs.

Vi B. METODOLOGIA

Se detarmind ol tipo de hamoglobina por electroforesis en gl de elmidén an ssortigusdor
de tis-barbital pH 8.6 (T-B) (Comings, 1972), de a sigu

- 0.5 ml
hlu'-mlmmm”nmy-mbmmsoﬂ(b
CCly. Las ds hemoglobina se - dros de papsl filro 3MM de 0.5
xlmy-m‘umbmﬁﬁﬁwblhl'hlm
Mmm.\nda'l'-n 1X.La sk . "o 6 825 mA [3 ¥

an pr de enthnd: El iguador del odtodo se diluyd
l:7ydcbl anodo1:S. (Fig 7).

Los plassaidos pH que Llieva el fragmenio gentmico de 4.4 Kb incluyendo al gen de e -
MyNISIq-mdﬁ‘ﬂ—abm«hlln&l—lhhw
por los Drs. Farnsado Moutiel de la Faculiad de Quimios,
Myuﬂtm#.&h?nﬂbm&hwm
Hopkins, Baktimore MID, EUA, respecti Se
(Enohmﬂauﬂlﬂlol)p-mhym“:‘my
maxi p ¥ (Sambrook et al 1969). Se i os phiamid

con Bam HI.
hoRLinndnLPnLT.qum“o-Mnths 8A.9y
9A, obteniendo los frage perados. Se g los Srag de i con

*Geane clean® (Giboo BRL) y so marcaron can 3ZP par ol mdé

30 de "rand .
(G@iboo BRL) empleando un promedio do 1.5 x 108

wp/ml de in de hibridaci




Los fragmentos de Hind 111 cn los genes Gy- y Ay_globina se identificaron con cDNA do
1.1 Kb do JW 151, y los rostantes del gen beta se identificaron con DNA. genémico de
0.92, 1.65 Y 2.28 Kb do pHP. marcado con 32P (Tabla 6).

E1DNA so extrajo por ¢l método de Poncz ¥ cols. (1982), modificado do 1a siguiente
manera: sc separaron los glébulos blancos de 10 mi de sangre mezclada con 50 il de
EDTA 0.5M. El paquste se lavé con solucién de lisis de glébulos rojos (Tris pH 8.0, 10
mM, MgCl; 5 mM, NoCl 10 mM) y o incubd con S ml de solucién de lisis do ghdbul
blancos (Tris pH 7.6, 10 mM, EDTA pH 8.0, 10 mM, NaCl SO mM, SDS0.2 %y
proteinasa K, 200 pg/mi) 8 37°C, durante 16 he con agitacién constante a 200 rpm. A

MumdDNAwnholmhh-doﬂ‘mo 1M, EDTA 0.005M pH 8.0),

fenol:cloroformo:isoamtilico (25:24:1) y final con i i nflico (24:1).

SelmdmdolSMngNAyuMemud-mdommde
ledndose las por ug de DNA (de acusrdo con

myuwm)-Awn(NcwWBwl‘b-)zu Bam HI (Enzybiot) 6U; Hind 01
(MWBM)SU-E@I(W)SUy(S@)W Las masstras se

aed foresis en gel do agarosa (1.2% para Awe 11, 1.0% pers Hind Il y
0.8% para Hpa 1 y Bam HI), 25 wolts, 16-18 hs, con marcadores de PM (/Hind III) en los
extremos. Se tomd una fotografia del gel (con luz UV, filro naranja, una regle

aun do y con pelicula Kodak 667). Los geles se trataron dos veces con
HClozleOmmydo-omeHOSMINﬂllSMZOmh.yumm-
mambranss de nylon (Hybond N, Amhm)cmNnOHOleorMo&vuc{o(ano
Gene, Ph ia Fine Chemical) s 50 M/bar por 1 hora. Las b 0

oon SSPE 5X, se dej secar a temp b ¥y se fijaron 5 min en huz UV,

Los filtros se prohibridizaron 3-16 hs a 42°C con una mezcla do formamida 50%, SSPE
5X. Danhart 53X, SDS 0.5%y do salmd icado 20 mg/m). Las membwranas so
hibsidizaron on 1a mezcla nucva con 1a sonda diluide & 1-2 X106 dpm/ml por 48 hs. Las
membranas se lavaron a 54°C pam las sondas By s 60°C para la ¥ con SSPE 2X + SDS
0.1%, 10 min SSPE 1X + SDS 0.1 % 15 min, SSPE 0.1X + SDS 0.1 % 10 min y un
ﬁlhmol-v-doeonssPEZXnTA Las ”® tvi con "oga-pack” y se

P apl ibles & rayos X (O-MAT AR) con - 1l -nun

con place i ificadors, 8 -70°C 3-7 dias (Fig 10-11),
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Los fragrosntos 3' y 3° del gan w ss smplificasron por o meétodo de PCR. de acusrdo con
Sutton y cols. (1989), emp do un sclador Peskin Ekmer 9600, y so
mmhﬂ(lvlﬂtm)h‘“bm-ﬂmhunw

slscwoforesis en gel de sgarves al 3% com brommwro de etidio y marcadores de 1 Kb (Fig 12
y Tabla 6).

- = N
Los haplotipos se

ds s w-hr is (D6
segin la Tabla 6 (Pagnier ot al., 1984).

ia (<) de las bandas



Tabila 6. LOCALIZACION DE LOS SITIOS POLIMORFICOS EN LOS GENES
ESTUDIADOS, Y FRAGMENTOS OBTENIDOS POR LOS METODOS

DE SOUTHERN Y PCR
s Gy Ay wB 4 B
s -__. a [ ] ». 3
T o o LN 4 o T C
Hd HJD Ho He A HpB
Pldamido WIWIS1IW Q.. pHP.. %

METODO DE SOUTHERNXDbD)
B

ENZIMA ¥
Hind III (Hd) () 82 32 -
() 7.5.6.8 26 .
Ava H (A O .- - 22
@ - - 20
Hpal (Hp) () - - 13.0
o - - 7.0.7.6
BamHI B) () - - 220
(0] 93
METODO DE PCR @b
© )
wh CGAACAGAAOTTOAGATAGAGA.
ACTCAGTOOTCTTAOTOOGCT 701 361, 340

3'wh TCTGCATTTGACTCTAOTTAGC
GOACCCTAACTGATATAACTA 592 297,298
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VI. RESULTADOS

La slectroforesis en geles de almidén con amortiguador de tris-barbital pH 8.6, permitié
distinguir 1a hemoglobina normal (A) de 1a S y de 1a C. Como se observa en la figura 7, 1a
hemoglobina A tieno un corrimionto més répido que la S

-
-
: s
S .
L
!
< . ‘
-
o
-]
-
Fig. 8. E} is de h globi L)) 1 AA.b) b igota ASyc)
ancrmal SS.
El mapsa do i6m del plémido piip so mhﬂ;\.nQy-uw
on la 9a. Como so ob a. ol pldsmid do con las diffs de Sooid
P 6 las band peradas, que se b con los o de peso molecul
ido. Como c 0 empl los sigui pliamidos: pC 406 do con

Bam HI que produce una banda do 1 Kb, pUC19 cortado con Bgl 1y Eco Rl produce
bandas do lll7ylmw.ypakszzoa‘nbomwlqn&m-d92319 1810y
234pb.las b das del g ado pHP, por sjemplo, cortado con Pst I son de
44y4.36xb,omaanmm35 1.8S, 1.62,0.77,0.70y 0.10 Kb,




~ . Pstl

1 %
i i
i pH B
vv"“\&s kb
PN .
BRARS %Hmdm
e Pst | Ay

Figura 9. MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO pHB

& 1.0Kb

ﬁ, ig 9a. C izaci P ido plaB. Al pic de la figura se cocucntran anotados los
plésmidos cortados con las dife i de iccid loados como o

de peso molecular y 1as bandas del pl ido obtenidas con las distintas restricciones.
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A continuacién no prosonta ol maps do los fragr dol plsmido pHp dos como
sondas: §) con Bam HI/Eco RI: 0,92 Kb. #) con Bam HI/Pst1: 1.67 Kb y
i) con Hpa IPstI: 2,98 Kb ii)

H] i F iii H g
N PV | P S o v E L

[ =

Gen 4s e Batupishne Humess cionuds an #BR $22 ¥ frogmenies utilizedes Lowme sondas

La figurs 10 maestra ol maps de iocidn del plésido JW 151 y Ia figars 108 mucstrs

mMC@onmhﬁ-‘: besnidos del pléssmidk do con
differ de ion, por ejemplo, oon la Taq I (2.3, 1. I 0.74 y 0.47 Kb), son
los esperado s. También se p Ia forma en gue se recuper Ia banda de 1.1 Kb que

contiene ¢l gen de Ia y-globina que sc emplod cowno sonde.




Eco R

wll

Teaql

Taq 1

Figura 10. MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO JW 151

8
]

ido JW 151. Al pic de la figura 3o anctan las

del plé

Figura 10a. C
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Enla figura 11 se ol ltado do ia ek is do las de DNA
cortadas con Hind IT1, flanqueds por los o de peso molecular (A/Hind Il en Kb)
y en la 11a se cbserva la sutorradiografia do South do el polimosfi de los
sitios Hind III ligados a los genes Gy y Ay, Como se cbecrva, las bandas de 8.4, 7.8 y 6.8
Kb ponden al polimorfi dol gon Gy y las bandas de 3.3 y 2.6 Kb al gon Ay, como
se scfiala por las flechas.
Kb

< 231

& 94

<« 6.5

Lo X

& 23

< 2.0
Fig. 11. Ejamplo de o} i is do las de DNA das con Hind III,
flanquedas por los o de poso malecular (A/Hind I en Kb)



Fig 1la. A H Afia do South

Muestras de pacientes y familiares

Hind III ligados & los gonos Gy y Ay.

o s st A P N A e S VA b g2 St

R4
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De la misma maners, on la figuras 12, 13 y 14 38 presentan las sutorradiografias de
Southem oon los polimarfismos de los sitios Ava II, Bam HI y Hpa I ligados al gen ¢. En
cllas se cbecrvan los fragimentos do 2.2 y 2.0 Kb obtenidos de Awva II. 1os fragmenios de
22.0 y 9.3 Kb obtenidos de Bam Hl y los fragmentos de 13.0, 7.6 y 7.0 Kb
correspondiontcs a 108 do Hpa 1.

Fig 12. Autorradiografia do Southem con el polimorfisno de los sitios Ava 1T ligados al
g B.



h

Fig 13. A
sm P.

diografia de S

com el polimorfismo de los sitios Bam HI ligados sl



70

13.0
88
7.8
Fig 14. Autormadiografia de South do el polimorfi > de los sitios Hpa I,
ligados al gon B. M = marcador do 8.8 Kb (pHB/Hind ITD
46



En Ia figurs lSumhwbhmeCRahnms‘yS'
del gen | dob Jobi oon las bhand Las o0 i oon in

mﬂnmnqndm ducir ning\m corte, p C del mi

Fig 15. Amplificacién por PCR de las regiones 3'y 3' del gon wp-globina y coste con
Hinc . M= Marcador do 1 Kb
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Se estudiarcn un total do 142 cromosomas: 63 BS, 1 BC, 2 pTa y 76 PA par el método
fro los nim 1-3 en Jos paci 1os nim 5-7 an los normales no-
lacionados y los nu 3-5 en los heterocigotos (Tabls 7).

Tabla 7. FRECUENCIA DE FENOTIFOS EN LA POBLACION ESTUDIADA

FENOTIPOS Pacientes Padies Hermenos N-R*
Hd Hd Aw Hps Bamn

i+ =~ FI A+
l- - A -
- =~ - 4+
A+l ol ¥+ A
+/- -f-  F/- A/
ofe =l- A/ A A/
f- -l A~ F/ A
/- f- A A -
+ A~ H/- /A
10 +/+ +/~ +/- +/- +H+
11 /- A/ - A~ )
12 +/- +/- +/- ++ +/-
13 +/+ </+ '+ Hl- H/+
14 1+ /- A+ - A+
1S /- N A of- A
16 /= /- 4/+ +/+ /-
17 +/- /- H+ /-
18 +/= +/-  +/+ +/- +/+
19 +/- /=  H/+ +- +/
20 /- /- H/+ ¥ 4/
21 /- /- /- A A+
22 /- H/+ M+ A A+
23 /- A A A+
24 /- /- /- 4

CANANIWUN -

~eume=OO0O0000000C00RAMN=R00 ;

o CO0OPOCO e mwmMOOmmOOOO=NNW a
§ OC00CO0=00000~~muNONWINWD g
§ ©00CO~0000000000=0NN~=OU g
W 000000000000 =m0000~00000C ;

-
B

Totasl

*N-R ~ no relacionados sanoe.



Los fenctipos so sep on genctipos empezando por los b igoros, Aaci o
con los padies. En las familias en donde séio se encuantra la madre, 3¢ tomd en cumnia 108

haploti Los resultados sc presentan an 1a Tebla 8 y

haplotipos mis frex on otas poblaci
on las Giguras 16-27.

Tabls 8. HAPLOTIFOS EN LAS FAMILIAS ESTUDIADAS
Pam 1 Pam 2
- P ANPES ~S)- - -4
M (P + + 44K - - M (9 - ++4)+ - ++430
S) P - A~ - 4 oY (NP - ++3)- - +-+p
HHOD P - v+ - + 49 QP+ =44 -+
Fam S Fam 4
P ( NC - 44X - +-4D -
M QO gt ++4)- - 444yt (TIOA (- — =) - +44p8
A (WP - ++4)- = + -4 QP+~ ++ )= ++ 40
BHADP (- ++9)- - +-4)F SAAN P -+ + -4+ + 400
W) (- - + 4 - +-o2h
Pun 3 Fau 6
P (6) 9 (- ++ Y+ - 4P P
M (A7) 98- 4= - S+ 4N L L e s e
CI(18) P4+ -4+~ +++]p8 AP - ++K- - v+ B
AN (v~ v+ XS+ 4490 A@NPE - ++X- - +op
Fam 7 . Pum 8
M GNP ++) - P (I (- - -+ - S
A @NP (- ++4) > ¢4y ™ Pl = TN - Y
N (26) 9 (4= -+ 4)- - + 4 A NP (- Y- v+
" X St 4
Pam 9 MO (- - ++)E -+
P ODC HHO P - - +NE - v o0
M (33) ¢ (.
a ) Fam 10
P IBYP(C-- S 4AY-- SroP
ram 1) MO P - + I SrN
P (A3} 08 (- ++4)X- -+ -yt U1 P (-~ + 44 -ty
M 43) (- +4+4)atot) o HN(Q0) (- ~ + +4)a - ++ 0t
CL (AR (-- +- 4=~ + - o)
HAM) A (-~ ++4)--+-4) o FAMI12
» R . A
Tam13 M @)~ ++ )=+
P ()P --t v ) -v oy a P - --rrey
M (SN A(-- ++ - +spf + 44X w
(3R N+ = ++ 44+ - ++43f HH(90) g (+ = + 4+ 43 - ++ 2
HH(SS) A (- - ++4)+-+ 4+ HA(S) g (-~ ++ ) --++ey

P ONP G- ++4N - +-4)pf P (T eA(-- ++X¥- ++40
* Revtanivinasién
** Mutasides de nove




Como se observa en Ia Tabla 8, el haplotipo (+ - + -+ +) ss pressntt tres veces en forma
homocigots y sisto en b igota en - P, tres vecss en forma homocigots y seis
en heterocigota en los hermancs AS y 16 vecss en forma h igota en los padres. El
haplotipo (- - + - +) 38 pressntd une vez en forme homOCIgOIe Yy CUMID Veoes sn
heterocigota en Jos pacientcs, seis vooss on formns heterccigota en padres ¥ tres en
hermanos.

Culwdw&-+++).nm“om-imw‘tnym

mw-annt adn les, una vex b igota ¥ otrs en hetorocigota
- p yh les, una vaz h igota y dos veces en forma heterocigota en
hermanos AS, y fes vecss on forma b i@oia en Pacs

Por andlisis sogregacional, se encontré un total do13 hapiotipos diferentes (Tabla 9).

En los haplotipos més fi en los g “*-++Henel
524%y(--+-+)enel 19.0 %, y en los cromosomes BA: (- -+ + Henel 38.2%y (- - -
++)anel 19.7 % (Table 10).




Tabla 9. FRECURENCIA DE HAPLOTIPOS -GLOBINICOS EN MEXICANOS

#HAPLOTIPFO PACIENTES PADRES

|
|
|

@bcde? pe Bs pA ps  pa pA pA
3 @F-++0 13 13 3 7 4 ) 3
11 - -+++4) 3 4 10 (] 2 2 15
19 ¢ - +-H 4 4 2 4 o 1 o
4 (---4+¥9 o o 3 L] ) (] 11
18 - - ++9) 3 1 3 1 3 1 o
T (F- - +4) 1 [+] ] o 1 1 o
15 (- + -4 1 o o o o o o
23 (++ - 1 o L] o [+] (1] o
31 (- ++ ) 1 [+] [+ L1 ] 1 o [+]
14 (++ -+4) [\] o 2 o o 1 1
2 -+t )] o 1 o o o 1
NDI(#++- -+ 1 ) L] [1] o o [+]
ND2(- ++++) o [+ (V] o o o 3
BC (+- ++ ) 1 o (] (/] L] o o
pTal (- - +-4) 1 10 o o o [
Total 30 24 24 12 12 6 34

1 Ndanaros Astousrulis ot 2 (1984)2 0), D) Himd I ) AmIE HHealo)BamHL ND =~ No dusorito



Tabla 10. FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS EN LOS CROMOSOMAS p®y A

HAPLOTIPO C R O M O 8 O M A"
w Endomuclense pe pa

(abcde)? n % n %
N - ++4) 33 524 10 © 133
112 (- - +++4) 7 11.1 29 n2

19 - +-+) 12 190 3 3

IS (-- -+ ) ] ® 18 19.7
124 (- - ++-) s 7.9 7 2.2
Otres [ .8 12 158
Tetal 63 .9 e 108.0

1 Nésmevo clasificacién Astensrekis e al (1984)
2 Var loyunda Tohin 9
* X35, = 102.5, p<0.005

El haplotipo del BC fus (+ - +++) y de los cromcsomas BTal

(= - +-+). También sec ocbheervaron dos haplotipos oo d ¥t0s con jorided

@+ ~=y =+ +++)(Tabla 9).

En dos familias so pendti de réa: en una de elias. el paciente
presentd manacién dis ovo y en 1s otra, uno de Jos b binacion ghai
(Fams. 8y 10; Figs 20 Y 22).

Las dife s entre las fin ias P8y PA K entadisti nignificats
(@<0.005) (Tabla 10). El andlisis segregacional pemmitié 9 familias informativas

de las trece estudiadas (Tabla 8).
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lmh-ploupo'cnh-flmnlmumdndnnmdm igui i Los pad
yh igotos ostan rep dos por Q,Q; lollfwhdn-pot-.,ylou
normales por 01,0. La primen linea dc resultados corresponde al sitio Hind IIT del gen Gy,
l-q\nd.llnm}ﬁndmﬂvyhau-ﬂm-lo-nno-Awn.Hp-lmeH!dﬂ'l
B. rosp Alg familias estén constituidas s6lo por la madre ¥ 1os hijos.
También so p los ltados de dos padren p dh (B5y37)quenc
mlh-hmhum

Fig 16. Fig 17.

Qs
Hind NI Gy + - -+ + -
Hind III Ay + - -+ - -
Avwll P + + * - + o+
Hpa 1 L] + - -+ + +
BasmHI P + + - + + -
”pr ”or "ot
i, Qs -, 0.
* - * - * - * -
- - - - — -+ -
+ + + + + + - -
+ . + - + - + +
+ + + + + + -+
" Ll -~ BApA
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Fig 23.
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vil. DISCUSION

Con resp alos dh éti 1o pri que llame 1a stencitn, os 1a mayor
Mym:mbhmmmﬁDNAms.W)
on comparacion con los glicop ” Un ejemplo o= 1a & on de on
slgunocs padecimientos, la segregacion do . o} - ético y ¢}
disgnéstico prenatal que se deriva de ollos. La p touis l.m:hd-ddolo-
RFiPaenla is de célulk dcifc tanto on los Weminos doscritos como on el

de los orf do esta i‘n. Este padecimi tiens una prevalencia deo 18-20

por ciento, mnl‘m-npm—domp-hm 1981), por lo gue se realizaron
estudios detallados on aguellas poblaciones en las que so tuvo conocimianto do la
pressncia de genes africancs, como on la costa Este del pais y serd necesario realizario en
aquellos lugares del interior de la ropGblica (por cjemplo Hidalgo y Zacawecas) an donde sc
sabe quo llegaron grupos de poblacién nogrs a trabajar en los g (Sal
1990b).

En México el uso de téoni para & - los polimorfismos de DNA os cada vez més
Mymmw-a ampo do la genétics b

P on la genéti wwmamuawmam
distrofias L de" h y de Becker y 1a identificacién de
d.l—:-:am-l(Conlanl. 1993), hmbh—mdelummy
P33 on linoas cetul de h (Toledo, 1994), ol andlisis de las mutacionos
del gen do 1a fonilalaning hidvoxilasa (Nicolini et al., 1994) y en o] campo do la medicine
forense, pars la identificacion de individuos (B« 1993).

El método de South xnpleado en ol p bajo, es de gran wtilided pars o}

une minaci Jarizacién, (condic Spti en cada Uno do sus pasos), una
e - idad deo & de iocién (3-6 U me/ug de DNA) y los insumos
indispensabl b peciales, radioactivided, ™ = parn las
sutormadiografias, ivos pars su iado, otc.), por 1o que requicre do una cuided

sony sufics s Estas . N J— do intoré
sobre todo pars qui se inician en ol jo de las sboni de la biologi locul
Este método es factiblo de realizarse en medio y ch b b

2 2

como 30 en ol bajo con una familia do gones no abordada.
previamente on ¢l pais.
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mwammmmmmmmamym
ventajas sobro el dv Southern tales oo s rapidez, simplifs y Y
Ia ipulecitn de idedes 100 veces manoves de DNA..

Los ek beenidos por et do de South enisp tesis, 88 organizaron
Primero como fenotipos (Tabla 7). Liama is 3o que en la 1i isads, jos
resuliados 00 ap on ls mi formm, P b debido & un andlisis saence

1 de o mé Conla i itm de los Semotipow, 6 procsdid a integres los
W.thm«bh‘ A@Oton Y do en a
segregacién en los progeaitcres. &mmnh“mmmm-l
padro, se o fos haplotipos més fin on ores P (Tabia 8).

De los 24 fenotipos diferentes en 108 71 individuos estudiados, siste fusron los mbs
M-—yw-l67épuu-ohlm<bhmaﬂ7) Esta o8 woa
do iy

no sl azas de los sitios polimérficos analizados, que a8 ve
wm-hw”pQMmbdhsumd
90 por ok dele Debe on SO0 I exti e de 32 distintos

heplctipos posibles, dado que cads uno de los sitios pusde aer (+) 6 () en Jos cinco sitios
de restriccidn (2%) (Tabla 9).

Hubo 33 haplotipos 3/20 (Tabla 10). BW:udmwmudm
-n-bupouc«;-\ndnu.

nos dujo a diferencier entre

b otips 1o que pusde logrerse con la enzima de restriccitn Hioo 11 en los witios
S‘ys‘dd—aw dado que ol tipo Sensgal es positivo so ambos y ol Bast' es negativo
(Tabla 5).

En ol 70 por ci de los y twes haplotipos 3/20 fus posibl lenr asta sis,
dedpute de amplificar por ol método de PCR. Se S que todos fi de tipo Beswth y
ea probable que loa otros 10 haplotipos también 1o sean ya que fusron tomedos de Ia

p e 1os haplotipos Banth y Benin,
h’do-lhma'-\hm“-h.m i de poblaci
africanas. Esto indics uns gran infh » firi an Jow habi -
de 1a costa del Oolfo. A este resp cabe

quo cxisto 610 un estudio en
pacientes me negros con anemis de células falciformes (Rogers ot al 1989). En esto trabajo
3610 cinco pecisntes fueron de origen mexionno y en seis de los disz cromoscenas, el tipo
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bl )’ que b heyan recibido infi ia de genes affri
Z‘.oyooh (1992) encontraron que el 66.2 por cismto de asgros brasilefios tenia ol
haplotipo 3, 1o guo osté de 30 oon Is migreciéa Banté originada de Nigwria/Camertin
d la época Colonial de Brasil (Nagel, 1984). u-u_--piMylo-
dﬂmbb.o(l”!)mchﬁ de Jos dos en afin y
Rl (‘ kis ot al., lm).-mahnnnnd. 1986) y en otros
i dai (D ietal, 1991; Oner ot al., 1992). En estos

Gitimos mdw 19 fues predominante, misstras gue el haplotipo 20 mostrd
baja frecuencia (Tabla 11).

Tabia 11. FRECUENCIA DE CROMOSOMAS BANTU EN VARIAS

POBLACIONES

Poblacit C [od Haplotipos Bants Raflorencia
@) o®

Negros americancs 76 22.4 Amtonasskis ot al., (1984)
Negros jamaiguinos 94 16.0 .
Nagros brasilefics 74 66.2 Zago ot al., (1992)
Negros amwicancs 371 19.1 Ouner ot al., (1992)
Negros cansdisnses 61 115 -
Negros surinamefics 77 29.9 -
Negros tanzanafios 111 9|2 -
Negros angoleics 16 87.5 .
Negroe nigeriancs 623 0.003 -
No negros amaricancs 10 60.0 Rogars ot al., (1989)
Mastinos mexioanos 63 524 Presante estudic

Los haplotipos 19 y 20 ostén ligados al cromoscens BS, en tanto guio ol haplotipo 11/12 os
ol més eon BA y ol haplotipo 9/25 esté p s6i0 en los BA. En
oute outudio sc analizaron 10 PA oom haplotipo 11/12 do la enzima Hinc
11, dospués do la amplificacién do Jos fragmentos $'y 3' del gen Wi, y so ancoatrS que los




sitios do i no ban px Estos ballazgos estén de acuerdo oon 1o -
& do en la poblecié dsion y asistion (Wai et al., 1986; Long @t al., 1990;
Dimovaki ot al., 1991; Oner et al.,, 1992).

Parn bl ol ligaenis ds los haploti com los [ o)

frecusncias de ésios con las c ;lo. PA. La diferencia fue
estadisticamsnte significstive (p<0.003, Tabla 10). Este hallazgo corrobors el ligamiento
do los heplotipos 19 y 20 con el gen pS.

as

Ealap tesis, o dos haplotipos (ND1 y ND2) (Tabila 10) no

d itos previ (A is ot al., 1984). Su origen pusds ser explicado en ND'1
Ppor uns nueve masecion del haplotipo 2 en el sitic Ava 11 y Hpa 1 6 por enttecruzamienso
entre los haplotipos 14 con 15 6 23; y en el caso de ND2, por una nueve matecién en ol
sitio Hind III Ay del heplctipo 11 o por sntrecsuzamiento eotre ol hapiotipo 2 y cualquisrs
de los haplotipos 4, 11, 6 19 (Fig. 29).

Figura 29. FORMACION DE HAPLOTIFOS ND1 Y ND2

Haplotipo NGm. Himd I Gy Himd Il Ay
ND 1 + * —_—
2 + + + 4+ +
14 + 4+ -+
18 - - +]-.‘.
23 + + -
ND 2 -+ PRy
2 - + 4+
4 —§- —+ 4

11 = o -+

19 =3- -
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Es intercaanto seflalar quo en ol presento estudio so dos i con
croanosomes BT y uno con PC, que ban gr fectados. El pTel on
frecusoie en ls regitn mediterrénes y o) PC es de arigen afti Los haplotip
encontrados en DuSetio ostudio son similarcs a los ink dos on otros tabajos (Ki
otal., 1984; Dimovaki et al., 1991; Trabuchet et al., 1991), Jo que indica un origen comnn

on eSlas IMMAcIones.

Pcot-p-b a pssar do 00 haber do diferencias significati -lneluin-ode
h igotos Y o (12 v= 3), llama Ia iSn la alta de
Theterocigotos, que esté relaci do oon la p ia de Pk wilarme falcip (Bruce-
Chrwatt, 1980). Como ya sc 36, los b igotos th B loctive on estas
fici por su rosi in & ls infeccitn del parkai
La presencia de tipo Bant en poblacién es imp porque se ha & d
que los distintos haplotipos BS sstén icnados con ls idad clinica de la anemia de

odlulas fhlciformes. mmmummm.ys-—luhm.u.
fenctipos clinicos benignos, ol Benin ss intermedic y ol Banth es ol mis agresivo. Estos
hallazgos parscan deberse, en parte, & uns produccién mayor del gen Gy, ligeda con los
cambios C —>T en la posicién -158 y por Jo tanto, con msyor produccidn de bemoglobine
fotal en los prinpsros tipos y no asi en el Gitimo (Nagel ot al., 1985; Kulozik ot al., 1996;
Labic ot sl., 1983, 1987; Wainscost ot al., 1985) . En.“mﬁloumuel

mbmelﬁ-no ino o por las rep y en
acuelias pobl que p ol haplotip w-h*-ﬁbm
dade la gr dad del pedecimi ¥ por los alios recursos qus a ollo se destinan.

El p bajo ew el pei m-hhhb—w:m
con wani do ganéti locular en ls poblk Los dos acui
(h-uuooy-hﬂﬁ-_., i6ns en ol campo ds ls ganétioa de pobilacs en ol

2 de los haplotip w-hmﬂyhmmm
mmMnth’hWMdm
genbt yaldur 300 1) ds, podi tamer una splicecién en los estudios
sobre pia génica, gue en un N P imo se utilizerén para erradices este tipo do
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. CONCLUSIONES

‘beta-globini de paci ocon - ammy-—m-

pnxn-'u-do wngm,yuM‘ d no rel ch
g logia do South y amplificacién con PCR.
Se 6 ligami entre los

B'yh-wuynm.bq.
demuestra la presencia do gones do origen affi

on *
Los haplotipos (- - -+ +)y (-- +++)som de genes h y
idticos ligados al BA,
Los haplotipos BC y BT dea & low 0e en pobi Africane y
Moditerréneos.
So describen haplotipos no ik o8 con icridad, Jos que se explican por eventos
do binacién o & dis movo.
Se dumucwstra 1a utilidad del estudio de 1a ién de Jos haplotipos an s

decatificacion de Jos genes de 1a fiunilia do las buta-globinas y su aplicacién on el
ssssorumiento genético y en ol diagndstico prenatal.
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ABSTRACT:

Five poly hi i sitos in the bota globin gene cluster (Hind III Gy,
Hil‘lm‘\y- Awnmvzﬂ-ndﬂpolnndB-mmTW—e)me
13 homozygotes paticents for sickle cell

two double h yaotes: cne SC and one
S/PThal; in 35 AS h rygotes (23 p .ndizniu-m).m-mhw‘l\-lmdn-w
normal siblinga, all fromm Vorscruz State, and in 17 1 M d suby
using South bloth techni Fifieen haplotypes were identified in the 142
chromosomos. Five of tham were the most froq two haplotypes (+ - + + +) (52.4 pex
cent) and (- - + - +) (19.0 per cont) were isted with P8 ok two haplotypes

G-+ ++) (38.2 par cont) and (- - - + +)(19.7 par cont) were linked with $A chsomoscmes
and the fifth one (- - + + -) was present in both types of chyomosomnes. The haplotype (+ -
“+ + +) comrespond 10 the Bantu or Semegal type. With Hinc II analysis afier PCR
amplification in both 5' and 3' regions of the WP globin geawo it is possible 1o distinguish
betwoen those African typos, as in the former both restriction sites are absesmt. This snalysis
was done in 23 $8 and 10 PA clwomosomes. Bantu and Benin haplotypes have been found

mmmmmm All B8 ch disclossd the Bantu type
while BA ware similer to C H Bentu and Benin heplotypes have been
found with high freg in African populati indicating the grest influsnce of African
gwnos in the population of the M

In addition, two previously unidentified
haplotypes ware found: (+ + - - +) and (- + + + +), that can be explained by crousing
ovex d/or by new i




Protein markers (erytrocyte and leukocy i and othor p iris) kave bosn used to

h izo the Moxi population (Lisker, 1981). Statistical lysis of the fie ies of
these markers, allows to differenciate Urban Mesti from Indians and from inhabitants
of the coasts (Lisker ot al 1990) The admixture of throc main groups: Indians, Spaniards
and Afri fc the ing population in the ry. Also, the study of protein

rkers has p itted the di y of some particularities of the Moxi groups, such
as: } Jobin (Hb) Mexico, Hb Chiapas, Albumin Mexico and other uncommon proteins
(Lisker, 1981).

On the other hand, lynis of DNA poly hi can be used to detect & wide variety of
gonetic di ders and it toF 1 diagnosais of those entitics (Gusells, 1986).
Besidos, unpowuﬁnloolfwthnshdyofﬂnm-ndmof:twuﬂm
matations, such as those affecting the -globin chain (Nagel and Fleming, 1992).

!-lomozygoteufcrlheasmh-ven i ilinoss ch izod by chroni im, joint
aches and froq i g other alterati that o lifespan (Comi
m2).l-bwev-.Ashn-wy.muh-w- looti dh in endemic zones, wh
Salcip laris is & mayor cause of morbility and mortality (Allison 1954). Sickle coll
mu-m\ndue-nmAfne-npopnhuonmdmul'l rh Afiri migrat
ococured, such as the of Mexi R lysis of the h 8-
globin gene and its neighboring regions has been employed in the study of its normal and
abnormal fine structure (Pagnier ot al., 1983, 1984; Kullosik et al., 1986; Nagel & Floming,
1992; Lapowmelloulie et al., 1989). Using difforent endonuclonses, distinct DNA fragments
can be identifiod.

lna\iuloﬁndoul!hoL of these globin ct by hic aites in the Mexican
popul pk obeS‘ gous, HbAS b gous and 1 HbA peopl
were studiod with five rostriction enzymes.




Matorial and Methods

Peripheral blood ples were obtai ﬁ-o:nlSnokleoellpoumu bom in Veracruz a
state of the Gulf of Mexico (thi 8 SS, one doubl 8 SC and one
double heterozygote S/BThal) from 35 hetorozygotes AS (23 parents and 12 siblings), from
mobe!mygmﬁmu-wm-ndﬁomlhwmdsnbhwmofdmmﬁm

lelnnhel Also, 17 latod 1 Moxi dividuals were studiod. Informed
was obtained in all cases.
The hemoglobin type was d inod by gel el ph is (Comi 1972). DNA was
d using theo hod d it bmeetnl(lm) Ten ug of DNA were digestod
with each one of the following d & Hind IT (New England Bio

Labe), Ava II (New England Bio Labs), Hpa I New England Bio Labs and Sigma chemn
Co.) and Bam HI (New England Bio Labs and Enzybiot Labe). The fragments wero

analizod by the South blot hod (1975) ding to Kan and Dozy modification
(lml).ﬂ:knnmﬁﬁe.ﬁmfowby icticn of the product with Hinc I enzyme
(New England Bio Labs) was employed in the lysis of 5' and 3* regions of the wp-geno

(Sutton ot al., 1989).

thdp}mm44xbm1mﬁwwmmhﬂ-‘bbmmw
kindty d d by Dr. F do Montiel (Facultad do Quimics, UNAM, Mexico City).
and plasmid JW 151, with a 1.1 Kb Taq I cDNA B-globin gene, was supplied by Dr.

Haigh Kazazian Jr. (Tho Jolnn Hopkins University, Baltimore, MLD). The locus, enzymme

and fragment sizes obtained with esch end: 3 are ized on Table 1.
lhplotype-mchnﬁodfoﬂoml’we(d.,(l%)m i with the exp d
DNA fia a polys hic sito was () orab ) (Fig 1).

The freo ios of haplotypos b P8 and pA wero compared using & Chi

square tost.



Sixty thwee of the 142 chromosomes were B8, one BT, two 8 Thal g 76 had the PA gone

Thirtesn different haplotypes were found in all sampiles (Table 1). Their munbers
correspond to the classification prop d by A kis ot al. (1984). The haplotype of
chromosome C was 3/20 and the chwomosomes TR were 19. Also two unusual
haplotypes (+ + - - +) and (- + + + +) were found.

PCR amplification of the S'MS'Iwﬁmthm‘-.wp-ﬁrmdnzaa‘

+-+++and I0BA (- - -+ +)ch lysis of the products with

Hinc I sh d that all ch were negative for the rostriction sites.

Five haplotypos made up 90.4 per cent of the (Table 3). Haplotypes 20 and 19 were
in B8 ch while haplotypes 11/12 and 4/9/2S prevailed in BA

chromosomes (Table 3). A highly significant difforonce (p<0.005) was found botween B8
and A chromosomes.



Di N

There was ovid of non . i

of the DNA polymorphic sites studied
more than 90 p of the ple sh d only five haplotypes of the 32 posaible options
(+ or - in five restriction sitos).

As can be scen on Table 3, thore were thirthy throe 3/20 haplotypes. Haplotype 3 is
Senogal typo, while 20 is calied Bantu type. By using Hinc I rostruction enzyme in 5° and
3' pscudo-bota gene, it is possible to differenciate both types, as the former is positive and
the other one is ive for the iction sites (Pagnier ot al., 1984).

In 69.7 pex cont of the thirty three 3/20 BS chromosomos (Table 4), it was possible to use
Hinc 1T in both sites of pseudo-beta geno, after PCR amplification. All of them were found
to the Bantu type. Both, Bantu (+ - + + +) and Benin (- - + - +) haplotypes have boon

found with high frequency in African population, inchading the inhabi of the My
consts.
The sbove i 3 Its are simil

to those in non black pationts with sickle coll
discse studiod by Rogers ct al.. (1989) (five pationts were Mexicans and sis B8
chromosomes had Bantu type). Besides, Zago ot al.. (1992) in Brazilian Blacks, found
Africans brought to the New World (Nagel, 1984).

Haplotype 20 and 19 were iatod with P8 ch while 11/12 was more
frocp in PA ch In PA (- - - + ) chromosomes using Hinc 11 enzyme the
recognition sites weore absent. Those fixlings are in - with the its of
‘Wainscost et al., (1986), Dimovaki ot al., (1991) and Oner ot al., (1992).

Amwwmm was found when the frequencies of B8 and BA

¥ a ng of P8 gone with
haplotypes 20 and 19.

Two new haplotypes (ND1, ND2) not & ibed by A kis et al (1984), were found
in the prosent study (Table 2). Their origin could be explained in ND1 haplotype by s new
mutation in sito Ava II or Hpa I, or by ingover t haplotypes 14, and 15 or 23
in case of ND1 haplotype, and in ND2 haplotype by new jon in site Hind 1711 Gy or

7



Ay-gene or by ingy b the haplotype 2 and any of the haplotype 4, 11, or
19.

The findings of this study were also different from Afti A i and J =

pop ? (A kis ot al, IM),ﬁmG.uvnpup\m(}Mmﬂd.. 1986), and
from othes African-A - and C iam pop @i ietal, 1991; Oner et
al.. 1992): in those groups, haplotype 19 was p H ‘while haplotype 20 sh d the
lowest frequencies (Table 4).

1t is interesting to mote that BThal and AC clwomoscemnes ware similar to those desaribed in
other populations (Kazazisn ot al., 1984; Trabuchset et al., 1991; Dimovaky ot al., 1991),
suggesting 8 conumon origin of those miations.

In another hand, in wpite of non statistically significant differen b the fin
of h ygotes and 1 'n-(lz\ms)mmmhulhd-banﬂ-

h.h-rﬁoql-nyofl-l-vzy.o-munu to the d to infe ion by
ip & is endemic in the Iatitudes where the present study

wp-ﬁmd(&lm 1980).

This is the first study of the B-gene cl perfc d in the Mexi POy ion using
Testriction enzymes and the results hevein ibed are usefiul in population g ics and
the pr ion of the b Pobi thies, as they can be spplied for genstic coussling

purp and 1] diags
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Table 1. LOCATION OF THE POLYMORPHIC RESTRICTION SITES IN THE B-
GLOBIN GENE CLUSTER AND FRAGMENT SIZES (Kb) WITH EACH STUDIED
ENDONUCLEASE USING THE SOUTHERN BLOT METHOD.

s Gy Ny wp & B
- - - =2 - -
Hd Hd A Hp B
LIW 151 %
Enzyme Gy Ay 8
Hind IIX (Hd) 8.2 3.2 -
6.8,7.5 2.6 -
Avall (A) - .- 2.0
- - 22
Hpal (Hp) - - 7.0. 7.6
- - . 13.0
Bam HI (B) - - 9.3
- - 22.0

13



Table 2. B-GLOBIN GENE CLUSTER HAPLOTYPES FREQUENCY

Haplotype Patients Parents Siblings Siblings Normal
#1 Endonuctease nS pA gS pA S pA pA
(abcdc)2 n n n n n n n
20 (F- 4+ +) 13 3 13 4 7 o 3
19 (- - +-4) 2 4 0 4 [
11 (- - 4 +4) 3 10 4 2 o 2 15
4 (== ) 0 3 0 1 [\ o 1
18 (- - +4 =) 3 .3 3 1 1 o
T (F- -4 1 o o 1 o 1 o
15 (+- 4+ =) 1 o o 0 0 o )
23 (kb= ) 1 o o 0 [ o
31k -+ 4+ 2) 1 o o o o o
14 (k- 4 A) 0 2 o0 0 o 1 1
2 (v ) [\ 1 [4] [\] 0 [¢] 1
NDI(F+ - =4) 1 [\ 1 o o o o
ND2 (- + + +4) 0 [J o o [ 0 3
BE (4 =) 1 0 0 o o [} [}
plhale = 0 Ly 1 ) t 0 o o o
Total 30 24 24 2 12 [ 34
1 Numbers correspond (6 A akis ¢t al classification (1984).

2 Fn?vmcn. a=Hind U, Gy-: b= Hind T, Ay, ¢ = Avall. INV'?['P d = Ilpal, 3'B- and
= Bam L 3 -gene.
NP —~ Not (|n§Cl‘“ﬂ'.(|.
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‘Iable 3. HAPLOTYPPE FREQUENCY IN THE pS AND pA CHROMOSOMES

Itaplotype C h r omos omec *

yl Landonuclease Bs pA
(abcde)2 n %% n 1Y

20 (+ =~ + ++) 33 52.4 10 13.2
/N2 (- - V) 7 11.1 29 38.2
19 (- -+ -4 12 19.0 3 3.9
4/9/28 (~ - - ++) (4] ] 1s 19.7
18/24 (- - ++ =) s 7.9 7 9.2
Others G 9.5 12 15.8
Total G3 99.9 76 100.0

1 Symbols correapond to Antonarakis ct al classification (1984).
2 Scc ‘I'able 2 legend.

* Without i and [1."““ chromosomes

XZ(s5) = 1025, p < 00005,
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Table 4. FREQUENCY OF BANTU CHHROMOSONMES IN SEVERAL

POPULATIONS.

Papulation pS Chromosomes Baniu haplotype Reference

(n) (°5)
Amcrican Blacks 76 22.4 Antonarakis ct al (1984)
Jamaican DBlacks 94 16.0 "
Mexican Nonblacks 10 G0.0 Rogers ot al (1989)

74 66.2 Zago ct al (1992)
American Dlacks 37N 19.1 Oner ct al (1992)
Canadian Diacks 61 11.5 "
Surinamese Bincks 77 29.9 "
Kenyan Dlacks 111 98.2 "
Tanzanian Blacks 41 100.0 "
Angolan Dlacks 16 87.5 "
Nigerian Dlacks G623 0.003 "
Nioxican Mcstizos 63 52.4 Prescnt study
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