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RESUMEN 

Recientemente se descubrió la familia de genes MIC (Major:histocompatibility 

complex class 1 Chain relatad genes) cercana al locus HLA-B, compuesta por los 

genes MIC-A, B. C, D, E, F y G. Sólo MICA y MICB codifican)ar~ transcritos de 

ARNm y sus estructuras son muy semejantes entre sí. Aunque estos genes sólo 

poseen una similitud del 19, 25 y 35% respectivamente con los dominios d1. a.2 y 

cx3 de las moléculas del MHC clase 1, se ha postulado que. sus proteínas se 

pliegan de manera semejante a estos. Sin embargo MICA y MICB no se asocian 

con P2-microglobulina, ni con linfocitos coa• y probablemente no presenten 

péptidos en su superficie. No obstante, se ha demostrado que el producto de 

MICA es reconocido por una subpoblación de células T intestinales por lo que se 

cree que puede estar involucrado en la vigilancia inmunológica del intestino. 

Además se ha relacionado a MICA con enfermedades inflamatorias en asociación 

con el HLA-B o con el HLA-C. MICA es un gene altamente polimórfico, y el estudio 

de su polimorfismo permite conocer que poblaciones son susceptibles de padecer 

los padecimientos inflamatorios e infecciosos asociados con MICA. Estos estudios 

se han venido aplicando en poblaciones caucásicas y japonesas, y hasta el 

momento no se ha reportado ninguna investigación en poblaciones 

latinoamericanas. Actualmente se están desarrollando diversas técnicas de 

tipificación del polimorfismo de MICA para dilucidar Ja relación de sus variantes 

alélicas con determinadas enfermedades y poblaciones, una de ellas es el uso de 

sondas de oligonucleótidos (PCR-SSOP) que reconocen las variaciones en Jos 

axones más polimórficos en los diferentes alelos del gene. Las características de 

esta técnica la colocan como una buena alternativa para realizar estudios sobre el 

gene MICA en poblaciones mexicanas tanto indígenas como mestizas. Este 

procedimiento tiene como base la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Por tanto se estableció la técnica de PCR para la amplificación 

independiente de los axones 2, 3, y 4, los más polimórficos del gene MICA, en 

muestras de las poblaciones Indígenas mexicanas Nahua y Mixe. Esto se realizó 

empleando los primers diseñados para cada exón a partir de las secuencias de los 

1'E ('I)'\! C(Y'-i ¡) LI) ,., l~ 
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16 alelos descritos. -por Bahram y colaboradores en 1996; adecuando las 

concentraciones de enzima y reactivos, y variando los tiempos y temperaturas de 

la reacción. De esta manera se consiguió la amplificación de MICA en 20 muestras 

de ADN dedndfvfduos indígénas Nahuas y 13 de Mixes. El éxito relativo de la 

reacción d~ • PCR fue evaluado semicuantitativamente mediante densitometría de 

los amplificados en geles de agarosa. Al comparar la amplificación entre los tres 

exones y las dos poblaciones de muestras, no se encontraron diferencias que 

indicaran que el método usado. es mas apropiado para un determinado axón o 

para · alguna de las dos poblaciones. Los resultados de la amplificación 

representan la primera fase del establecimiento de la técnica de PCR-SSOP, para 

el posterior estudio del polimorfismo de MICA en estas dos poblaciones indígenas; 

y para el análisis de la relación de las variantes alélicas de este gene con 

enfermedades mexicanas y la adquisición de nuevos alelos de MICA en 

poblaciones mexicanas por medio del mestizaje. 
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INTRODUCCIÓN 

La tarea del sistema inmunológico es formidable. Dentro de la enorme colección 

de antígenos encontrados diariamente, debe eliminar los dañinos (externos y 

propios alterados por cáncer o infección) e ignorar los propios normales. La 

respuesta'debe ser rápida y específica. Más aún, el sist~rná inmunológico debe 

ser extremadamente adaptable, ya que debe prov~e/u~~·,c:!~re'nsa para todos los 
,·-:, • , '•" • ' • _., - o.'.~.·.··• ·-.-,,,• - • r •• 

posibles invasores incluyendo los1nuevc:is\~;'(Ja~esc:in/~,:1é~a). Además debe 
-~·.-~,:.",:··~ --:,·•-- ·::;~'l,;:'<¡~·;·i'.': :-u~~< '• 

responder de una manera finamente/ bEjlanceadá',·.ya que si la re¡spuesta es 

demasiado ligera, pueden acaecer Ínf~c~io~~s y c~*~~~; y en contraste; si es 

demasiado vigorosa o ine¡specífica, pue'de sobreve~ir un padecimiento 

autoinmune. 

EIMHC 

Desde hace varias décadas se sabe que las células del sistema inmunológico que 

se encargan de reconocer los: antígenos son los linfocitos T. S-i~ embargo sólo son 

capaces de hacerl~ cuando los antígenos están asociad;s ~ las' m61éculas del 

cÓmplejo mayor d~ histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en¡inglés), y son 

estas proteínas las que permiten al sistema inmunológico detectar a 'ras células del 

cuerpo in~~6ta~as C:on antígenos intracelulares (proteínas de cl~se 1) y l~s células 

del sistema inmunológico de otras células (proteínas de clase 11) (Voet y Voet, 

1995). 
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. . 
Se cree que las moléculas del MHC aparecieron con los primeros vertebrados, 

específicamente· éon los. peces mandibulados (Gnathostomata) hace .unos 45.0 

millones de años (Litr!la~ et al. 1999). El MHC codifica antfgeri;o~ ~1iamente 
:,,,' ,. ,' -· ., - ··_·'·: 'q" 

polimórficos conocidos como HLA (human leukocyte antigElns):) El'. complEljo de 
..... 7: ·-· .. . 

genes del HLA está localizado en el brazo corto del cr()rT16,~6~~ 6/enJ~ r~gíón 
6p21.3 (Klein y Horejsí, 1997) y se extiende a lo largo de':{lltlb (Mizuki et al. 

1997a; Shiina et al. 1998). Se ha est~biecido ~~j 1a')~gi~~".~~l::'~tH6·~~ritiene 
~·;;, "·;~ ~,>~·::·-~ , .. __ ,:·]·"·.:-:;; 

cerca de 180 genes (Shiina et al., 1999a)y en, promedio existeun gene detectado 

al menos cada 30-40 kb CMizuki ~t al. 1~~7;.:~~~~~tiiJ)~·~}i.¡~fu~¡. los que 
·-,'~'< ..... -- ·-~·._ -·- -;:·:·...: .' ~::~-. : 

incluyen un gran número de multicopias de ·genes polin'ÍÍ5rficos (Campbell y 
. ,_ ,,;-.... -... ''·"''.-• .·- - - ·-... ''. 

Trowsdale, 1997), y que ~~ ére~; fJE!rori apaféaeridc5 por duplÍc~c::Ío~~s repetidas 
. '.' . ~- !. . ; { - , . - - .. 

en el transcurso de la evoluC:1óri (Geraght/et al. 1992; Leelayuwat et al., 1995; 
-~ ··:·, -- ·--:-. - ·-. :. -~- : 

Shiina el al. 1998;; Shiina et ¡;¡1: 199Sb). ·. 

La región del HLA está. dividida ~on~encionalmente en tres regiones, la clase 11 

(1Mb), ciaselU (1,Mb)y la~l~~e 1 (2Mb)locaUzadas en ese orden del centrómero al 
- .. - .... - ' .· . •·. -· 

telómero (Yamazaki et al.1999; Lydyard et al. 2000) .. 

. . . 

Los antígenos de clase 1 y ~lasa 11 están involucrados en el control genético de las 

respuestas inmunes al desarr~·llar ollgopéptidos anti génicos para el receptor af3 de 

las células T; lo que conformaun~ interacción importante para contrarrestar 

invasiones microbiológicas, oc;.ontrólar: la• proliferación de células malignas y 

determinar el éxito de transplantes (Shiina et al. 1999a). La región 111 contiene 
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genes que son componentes del complemento (Klein y Horejsf, 1997 Shiina et al. 

1999b). 

Los genes del MHC de clase 1 

Las moléculas de clase 1 se expresan en virtualmen~e c;ada célula nucleada y 

restringen el reconocimiento de péptidos antigénicos' por las células T coa• 

(Jameson, 1998). La región de clase 1 se exti~~de a lo.largo d13 2Mb y expresa 6 

genes de clase 1, de los cuales el HLA~A, ~B·Y,::-C codifican moléculas polimórficas 
-- . , ~r _, . . . - - . 

presentadoras de antígenos. El pap~I· fÍ~-iológlc6.· c:fei HLA-E. y ~i= . p~rmane~e 
,; :: ~:<<? ·,.. ,_ '·. '· . ) ' - ''.-J.: . • . 

incierto (Geraghty et a1 . . 1992), si~ e~b-ar9·~ 0fl-ll.A-C3 puedé'tener una función 
".'' ; • - . - - • = -:1 ··-:;. ~;::-r:'-'-- -

específica en la interfase. matern~~ieia1;:1\~em'ás,(é1 :Ml-ic contiene varios 

pseudogenes y fragmentosde'g~~es de' el~;;~ ¡ (stlii~a'~t al.1999b). - '··:·, ·_:-~~-- __ ,, ---·'.:--·::.:::.--·--\'.-- -,:~-/ .-., _;:.·:··-~·.:::_~: '.~:_?:~::. ·-
:·:·._~;- .;,-

Las moléculas·. H L~',d~'.·da~e-;, ~fa~~/} Y .~b (~igi1rn .· 1), son heterodímeros 
->' 

compuestos por un~-gl~¿Óprot~fna de membrana p~limÓ~ca de 44-kDa codificada 
-- - - - - - . - ·-· - - -- -· . . - '.;_ :~·· . . ,,,-, 

por el HLA, conocida como cadena'pesada o cadepa"éi, y por 132 microglobulina 
-·_,_-~>,· :v:.:-

(J32m) una proteína no polimórfica codifi_eada fú13ra ~~¡ tY!,H~; ligada de manera no 

covalente a la porción extracelular de la ~d~n~,P~~;~d~fr~·r~¿lón extracelular de 

la cadena ex puede ser dividida en tres'ci~~i~i¿s'(!1'mG-Y ex3); cada uno con 
. ';_, . ,. _- ;- .-·--·\:·:-:-·:_ ·.. .: . 

aproximadamente 90 aa, y el polimorfis·rn¿'.ell Ja cadena ex está localizado en las 

regiones hipervarlables de los dominios ex1 'y cx2 (Jameson, 1998; Abbas, 1994). 

5 
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Es de gran Interés que muchas enfermedades, como la enfermedad de Behcet, 

espondilitls anqullosante, la psorlasls vulgarls, la salmonela, la colltls ulcerante, la 

artritis de Takayasu, la enfermedad de Buerger, la enfermedad de Basedow y 

•. 

Figura J. Estructura tridimensional de la molécula 
del MHC de clase 1 donde se observan la cadena 
pesada formada por los dominios al, cx2 y aJ, 
asociada a la 11·2 microglobulina (p,m) (Voet y 
Voet, 1995) . 

muchas otras enfermedades infecciosas han sido relacionadas estrechamente con 

alelos particulares del HLA clase 1 (Mizuki et al. 1997; Shiina et al. 1999b). 

Los genes MIC 

La búsqueda de nuevas secuencias codificadoras en la región cercana al locus 

HLA-B para dilucidar la asociación entre el HLA-627 con enfermedades 

reumatoldes e Inflamatorias condujo al descubrimiento de una nueva familia, los 

genes MIC (major histocompatlbllity complex class 1 chaln-related genes, por sus 

siglas en Inglés), que consisten en siete miembros, MICA (PERB11.1), MICB 

(PERB11.2), MICC (PERB11.3), MICO (PERB11.4), MICE (PERB11.5), MICF 

(PERB11.6) y MICG (PERB11.7) (Bahram et al. 1994; Gaudierl et al. 1997a; 

Gaudlerl et al. 1997b; Shllna et al. 1999a), de los cuales sólo MICA Y MICB 

codifican para transcritos de ARNm, mientras que MICC, MICO, MICE, MICF y 

6 
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MICG son pseudogenes debido a que presentan varias mutaciones puntuales y 

deleclones (Bahram et al. 1994; Ando et al. 1997). 

En contraste con el ampllo conocimiento de los genes clásicos del MHC que han 

estado bajo Intensa investigación, poco es lo que se conoce de los genes MIC. 

Recientemente se ha publlcado su estructura (Figura 2) (Bahram et al. 1994) y han 

comenzado las Investigaciones en cuanto a la regulación de su expresión, su 

distribución en los tejidos y su variabilidad aléllca (Bahram y Sples, 1996a; Fodll et 

al. 1996; Groh et al. 1996). 

Figura 2. Estructura tridimensional de la molécula 
de MICA. 

Caracterlatlcaa moleculares 

Los genes MICA y MICB están estrechamente relacionados y codifican para 

transcritos de 1382 y 2376 pares de bases (pb) respectivamente (Bahram et al. 

1994; Fodil eta/. 1996). La molécula de MICA es codificada por un gene muy largo 

(si se compara con los 3.5 kb promedio del HLA) y poco común de 11722 pb que 

se encuentra localizado 46.5 kilobases (kb) centromérico del locus HLA-B; también 

------- 7 
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MICB es codificado por uri·gene e~lenso de 12930 pb queestáloc~lizado a 83 kb · 

centromérico de MICA (Groh efal. 1996) (Figurn 3);'La organización genómica de 
, .. ·.,.- . - ·, - - . _, __ :··· " . ., 

MICA y MICB es muy si¡.nilar.entre si, pero conlpletamente'.difer~nte de otros 

genes de clase 1 (Bah~a~:Y Spie~ 19S6a); El1'amb6s.casos ün á~i~nso intrón de 

6840 pb para MICA y 7352 pb''para .MICB separa los<dos primeros axones. 
•"' ~ . : ._-·; . · .. '. -· . .., ,,, 

Adicionalmente aparece un sexto exórÍ de S02:pb para MICAy'de 1338 para MICB 

que codifica para la parte citopla~níáÜca y para la secuencia 3' no traducida (3' 

UT). El exceso en la secuencia 3• UT, es perlo tanto o responsable de la diferencia 
.• ' '.. ':.';; ~ e \~-, ' 

de aproximadamente 1 kb de lcmgitud entre '1os .tran~c~i.t.os'.de MICA y MICB 

(Bahram et al. 1994; Fodil ei' á1. 1S9~). No exi~t~ prt~b~ de alguna utilidad de 

estas singularidades. Com6 e~ de esperarse, el a1fr/~r~~o de similitud observado 

entre las regiones codificadoras de MICA y MICB se extiende a lo largo de ambos 

genes. 

MICA codifica un transcrito de 1382 pb y MICB uno de 2376 pb, ambos con una 

región abierta de lectura (open reading frame) de 1149 pb, que da origen a un 

polipéptido de 383 aa. y 43 kDa, sin embargo, el mensajero para MICB es un poco . 

más largo debido a su región 3'UT. Ambos genes comparten una homología 

mayor al 90% en sus regiones codificadoras (Bahram et al. 199~; Bahram y Sples 

1996b). 

Los genes MICA y MICB son similares en estructura, aunque si los comparamos 

con las moléculas del MHC clase 1 sólo comparten una slmllitud del 19%, 25% y 

35% con respecto a los dominios alfa 1 (cx1), alfa 2 (cx2) y alfa 3 (cx3) 
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respectivamente.(Bahram eta/. 1994): A 
0pes~r ele euC>; se h~ postul~do que sus 

proteínas se pliegan_de ma·nerá semej¡;nte'a las inoréculás MHC clase J. La 
, ' ' :_ . • • ·~; ·~.::. ';_>:_ . • -

proteína mad~ra contien~tres dominios exfra6~Jularei'(a1 /a2 y a3) precedidos de 
';- ·_. ;'-~·,:, ·_, ,_::, : -·-~¡~".: .' '• ;: .-

un segmento'. tránsniembranal y -una cola :citoplasmática 'relativamente corta. 

Además,;'1as moléculas de MICAy MICB ~o'~aai~~¡~~-¿~~··;~\32-microglobulina 
::-·;· ,"-;'.' "'·i <--.:·.:-

para 'su expresión fisiológica en la superficie ceiular.C~] e( al. 1999), no son 

reconOcid~s por linfocitos coa• (Bahram et al. 1994); ~¿s-~i~~l~s de ARNm no son 
- , .. ·, 

afectados por interferón y, que es un inductor clásico para las moléculas de clase J, 

son independientes de los transportadores· TAP y muy probablemente no 

presenten antígenos (Bahram 2001 ). 

_MICA y MICB son los miembros más divergentes de Jos genes humanos del MHC 

cláse., ide-ntificacia~ ~~st~-'81 ~~~~r;[3;:f ~a8i:nt~ análisis de •southern blot" se 
__ ,,._ :t}:-- /.~~'~'' ";::~~¡~_~--:¡:.;-_:_·.··. :~,_{-',> i":.· .- .. 

ha sugerido qÚe MIC se conserva enía'mayoría de las especies de mamíferos. La 

excepción -más ubicua es :5¡;~¿~1~;,l·~~ qJ~ ~¿, se ha detectado Ja presencia de 
"·· :···-,-~·:·:>.J::~Z~J~J;~:-~ .--.-- ·. ,, 

esta familia de genes en su. ge¡.ioma, aunque se cree que posiblemente se 

encuentra su contrapa~e evo1uii~~,~~!:6~mpensa su ausencia (Fodil et al. 1996). 

El análisis filogenético de,MrÓ~;¿G~i~re que este gene divergió de los demás 

genes del MHC clase 1 despJé~ de la aparición de Jos anfibios, pero antes de la 

separación de mamíferos marsupiales y placentarios (Kandil et al. 1995). 
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están expresadas en Kb. 



Polimorfismo de los genes MIC 

Los genes MICA y MICB han resultado ser altamente polimórficos (Bahram et al. 

1996a; Bahram et al. 1996b; Fodil et al. 1999). Al·· principio, mediante 

secuenciación de líneas celulares homocigotas, se . identificaron 16 variantes 

alélicas para el gene MICA y 5 para elg:~e:~JCB (~~hram ~ta/.1994, Bahram y 
;,¡:: -¡ : ·.,,.> . ·: ._ .. . - ;•: ·-- ~·_: , -;. 

Spies 1996b), posteriormente ~~ re'gistrarof1 1 ai'á]~Jos p~ra~MICA (Visser et al. 
" ,,__ ... ·-· .;·_· :{·;·:,r ,-····"'-·,,:·;::::r-:·:' ... ::~c·.·::;~~>:'. .. c·::,:_: , . ---~ ::~;fi{ _-

1999) y 11 para MICB (Ando'et al.' 1997); y;en :fa actualidad se han descrito 54 

alelos de MICA y 16 par~
1

;.,,J
1

dB (~a~r~J~oÓff '~'sto~:~~~Gitados se han derivado 
' -<"' •• ,__~: .: - '... • ••• ·;·:·(.·· ::~~- "~>~ ·. \<> •. ,_. ,_._ . "/ .. • . . -

de las investigaciones para determinar las asÓciacionés de esta familia de genes 
1· 

con diversas poblacioiies humanas, per~ también, debido a su cercanía, con Jos 
'c.·;o ·, · ...... ·. ·;,,.?'-- · .... ,.-."· •.; 

genes HLA-B, ya tj~e ~e'ha ci9;.rid~t;ado que estan asociados a éste en 
,': -.. ,,'/ ,• ··:.: - -~--- ·-, :~--: ·/'> 

Cabe mei;icíonar que • también '·;~xiste el interés por desarrollar estrategias 

moleculares' que puedan ~inpJeaf~e eri estudios clínicos para tipificar a Jos genes 

MICA y MICB (Stephens~ e/~t.(~999) en casos en los que su.· determinación 

molecular sea indispensable para ·establecer algún diagnóstico debido a Ja 

asociación demostrada de estos genes. con el. HLA-B, o en estudios de 

poblaciones en Jos que Ja determinaciión del polimorfismo de estos genes ha sido 

importante para un mejor conocimiento de Ja evolución de las características de 

esa población y para estudios clínicos, entre ·otros. En este sentido, se ha 

desarrollado un sistema. para tipificar a Jos diferentes alelos del gene MICA 

empleando Ja determinación de las secuencias del gene MICA mediante el uso de 

sondas de oligonucleótldos específicas (PCR-SSOP, por sus siglas en Inglés). El 
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sistema basado en esta estrategia ha demostrado ser bastante ·confiable y 
' ·._; . '·. ,-· ",· •. 

reproducible, y. a diferencia de Ja secuenciación directa del ADN, el tiempo de 
- . . . 

identificación 's<úeduce considerablemente (Mendoza-Rillcón et al. 1999; Fischer 

et al. 2000; Zhal1g et.al. 2001 ). 

Tipos celular€is donde se expresan 

En contras!~; ~oíl Jos 9~11'es del MHC~I, Jos genes MIC no están expresados de 

forma ubicua. lnicialrJ1ente, fue postulada la expresión de Jos antígenos de MICA y 

MICB a través de Jadet~dcfan d~ su ARNm en células de origen epitelial y en 

fibroblastos (Bahram y ápies 1996a): 

De particular. interés es Ja demostración de que . células epiteliales 
. . 

gastrointestinales expresan estos antígenos y que dicha expresión está regulada 
- ·- '. . . 

por Ja participación del promotor de proteínas de choque térmico que codifica el 

gene respectivo conocido como HSP70 (Fodil et ál. 1996). Recientemente con el 

desarrollo de anticuerpos policlonales para MICA, que es el más polimórfico de Jos 

genes de esta familia, se ha puesto en evidencia Ja expresión de estos antígenos 

en otros tipos celulares, tanto de células normales, como de células tumorales. 

Otro aspecto que llama la atención es que la expresión de MICA no se registra en 

células del linaje linfohematopoyétlco, . aunque si son estimuladas con 

fitohemaglutlnina, un actlvador di;i proliferación, se induce su expresión (Zwirner et 

al. 1998). ·Además se ha demostrado que Ja expresión de este gene no se 
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restringe sól~ a células:de tejido cone~tivo y epitelial, sino ~~e tambiéns~ puede . . - ,. ' . . - . 

inducir su expr~sión en llnfocit~~ T co4• y Coa• .activados a proliferar. 

. ~.--- .. ~ .::~-~.:.=:c-i·/~-:-~ ·-·-:·.:_:.~_- .. :.··· -. . 
Se ha demostrado cjúe'el producto de MICA es reconocido por una subpoblación 

' .,> .. ·•·· ' ··. ,- .. ' . .. , 

• de células ~int~~ti~~l~~:~ue e¡¡presan el receptor Vli l y/o (Gr~h et ai. 19~.8). por lo 
' .: - .. '·' -· . . ' .. 

qúe. se:cr~~~qu¿i'.~C~c!·~ ~~t~;r· involucrado en la vigilancia lnmúnol~gica del 
i 1'/~-~- ·;:.~;: -~;' 

intestino, jugando Un papel importante en la enfermedad injerto contra huésped 
. . . ·-~-- . - \°'"' .. -.,,. ··-, 

(GVHD; gr~ft v~Ísus h~st disease) después de los transplantes de médula ósea, 

dado ~u~' ~j in;dsuno es una de los principales sitios de tal padecimiento (Bahram 

· y Spies, 1 ¿~ci~;;Pe'll~t et al. 1997). 

Por otra parte, Bauer y sus colegas (19,99) demostraron· que hay un receptor de 

células NK. conocido como· NKG2D, 
0de 4ik~~.· ~Úe. i~ter~ct¿~·con. MICA.. Este 

recepta·r se exp~esa aITl'PHaín·entS: e~_ c_~1U1~~: __ '..r.:'(é:ú~:~a·/:-;x¡p y>y18) ·y _Célul'a~ NK; sin 

embargo se h8:••·descubie~o que :ste\r~d~pt6~;no,és•~;asobi~;·.exclusivamente a 

MICA,. ya ,.q~e se •• (xpr~s·~'t\ª2E~ég:(e~;r~t~n.'.;~~uH;~~~ ~.~. ·~~- ·é~~entado con 

anterioridad, es una especie qlJe.no .. expre~a ge"les MIC. 
'·'·' '"'~' -.-;_:·-.<:·º· ·,.-.-\f" -,, ., -•-"r 

·:.·<(·::-~---~-:- ._, __ ·!~:_:.:.·.,-- '~·>-~-~·--,-~.·.~~ ... '.~-~.¡'_. '·.'é<' ;''t'-: \ 
- - ' ;;::' ~:/"---. ·:·,,-

Además, la elevada· expresión de MICA en ~ono~itos es considerable, lo que 
·. ;_'.:; ---_ .··, ·:.º .. 

puede implicarla en un posible circuito de respuesta inmune donde la interacción 

con esta importante célula efectora contribuya a desempeñar alguna función en la 

que esté Involucrada la molécula de MICA (Zwirner et al. 1998). 
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Asociación de MICA. con enfermedades autoinmunes, inflamatorias e 

infecciosas. 

En numeroso~ estlldiCl~ sJha asociado a MICA con ciertas enfermedades como la 

espondilitis anquilosánte, lél psoriasis, el síndrome de Reiterís y la enfermedad de 

8ehcet y muchas otras enfermedades inflamatorias e infécciosas (Mizuki et al. 

1997b; Gambelunghe et al. 1999; Ghaderi et al. 1999; Gon~á1é~· et al. 1999; Mizuki 
: \,~_·; -~':r¡;:~_, iij'S 

et al. 1999; Wallace et al. 1999; Park et al. 2001) . Incluso ha sido demostrada 
. .. ''e.·.··~·.,.> 

cierta especificidad alélica con los alelos HLA-8 y HLA~C (B~hraín y Spies 1996a). 

Eri todos estos padecimientos se presenta' un C:taiic)' en; el Jejido conectivo o 
... 

epitelial, esto sugiere la participación de algún age~te tejido específico adicional a 

la asociación con el HLA postulado. 

Recientemente, se ha demostrado de manera· independiente, la asociación de la 
--_ -- ·-· -- .. '" _, .·-- ' " 

enfermedad de 8etícet con MICA .más que con el alelo 851 (Fo~il ~tal. 1996; 

Yabuki et al. 1~99); Adi~io~almente, se ha detectado Jap;~~encia del gene MICA 
' - - -· .. , __ -,_ -- - .-------- -·- ,-- • -. - • ' ""·· ' " • t . ~ ) • -, • '• . . " • 

en otras· enfermedades. inflam~torias com6 I¿ uv~flis)/1a·artrltÍs}~~~atoide, .las 

espondiloartro~atra~ (Tsuchiya et ~l. 199S), la ~nfe~,.;¡~dad ;cié AddÍson y la 
:-t{· '· 

diabetes (Touitou et al. 2001) . De hecho, la localización de Íos genes MIC, su 

estructura ~ 1;' ~~~;e~lón de las moléculas de estos ~~;~~ en ciertos tipos 

celulares son.una base importante para suponer ''c1~~a; susceptibilidad a 

enfermedades dependiendo del alelo expresado. Recientemente, diversos trabajos 

ponenen entredicho la asociación de los alelos 852 y 854 con la enfermedad 

cardiaca de Takayasu, que generalmente se asumen como los componentes 
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principales de este tipo de enfermedad (Pellet et al 1997; Mendoza-Rlncón et al. 

1999). 

PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction), 

inicialmente descrita por Kary B. Mullis en 1985 (Mullis et al. 1986), a la postre 

ganador del premio Nóbel 'de· medicina y fisiología, es una' técnica que. imita la 

forma en que la naturaleza lleva a cabo la replicación del ADN, ya que la mayoría 
.;.. . ·. 

' ' 

de los organismos copian .su AÓN de manera muy· similar cuando se realiza. el 

proceso biológico de la dMsión celular. En este proceso la enzima conocida como 

polimerasa de ADN realiza una copia de todo el ADN presente en cada 

cromosoma. 

Esta técnica .ha sido adoptada como una herramienta esencial en la investigación 

gracias a que con .ella. se puede tomar una muestrá minúscula de material 

genético y amplificarlo lo suficiente para ser estudiado. 

Fundamentos 

El ADN normalmente se encuentra como una molécula de dos cadenas en forma 

de hélice donde ambas cadenas , ~~~· •. co'riiplementarias. La PCR se realiza 

incubando ADN muestra con los prlmers (segmentos cortos sintetizados de ADN 

de cadena sencilla que corresponden y se unen exactamente a la porción de ADN 

a sintetizar), desoxlnucleótidos trifosfato (dNTPs, los bloques que constituyen el 
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ADN), soluciones amortiguadoras ccin Ca y Mg y la enzima polimerasa resistente 

al calor (Dragon, 1998). 

Al calentar la mezcla a 95° e, las cadenas de ADN se separan y desnaturalizan 

(Flgurn 4). 

Cadena doble 
ori2inal de ADN 

Cadenas sencillas 
dcADN 

Flgurn 4. Desnaturalización del ADN 
Ln primera parte del proceso es separar las dos cadenas de ADN de la 
doble hélice que se utilizarán como moldes para el copiado del ADN. 
F.c;;to i;e concoivue ni calentar el vial entre Q0-95ºC nor JO "e'1undo"~ 

Los primers son oligonucleótidos complementarios a los extremos 3' y 5' del 

segmento de ADN a amplificar, hibridan con el sitio correcto de ADN genómico 

que hasta ese momento se encuentra a baja concentración (Figura 5). 

FIJ.?,ura ~.Alineación de los 14primers" 
Como Jos primers (oligonucleótidos especialmente discnados) no pueden unirse a las 
t:adenas de ADN a temperatura elevada, se necesita enfriar el vial a SSºC. As( pueden 
alinearse a llll partes finales del ADN. Esto toma aproximadamente 20 segundos 

TESIS CON -·¡ 
FALLA DE onn.!.~\J ! ----... _/ 
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El "primer" hibrldado servirá de cebador para la slntesis de la cadena de ADN, que 

se Inicia con los desoxlnucleótldos y la polimerasa de ADN obtenida de Thermus 

aquatlcus (una bacteria que habita en fuentes termales). Esta enzima (llamada 

Taq pollmerasa) es capaz de extender cebadores a altas temperaturas (72º) 

creando de esta forma una nueva cadena complementaria para cada original 

(Figura 6). Cuando se completa la slntesis, la mezcla es calentada de nuevo a 95°C 

para desnaturalizar los dúplex de ADN recién formados. 

Figura 6. Copla de las <&denos 
del ADN por la Taq pollmerasa 
La pane final de la reacción 
consiste en hacer una copia 
completa de las cadenas de ADN. l 

ADN duplicado 

Las tres etapas de la reacción de PCR: la separación de las cadenas, el 

alineamiento de los primers a las cadenas patrón y la slntesis de las nuevas 

cadenas, se realiza en apenas dos minutos. Estas tres etapas, también conocidas 

como ciclos son realizados en el mismo vial de reacción. Asl, al final de la 

17 
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-reacción, la cantidad de ADN se ha duplicado. Este ciclo de desnaturalización y 

slntesls puede repetirse, doblando asl el número de coplas de la secuencia 

comprendida entre los primers, por lo tanto la secuencia deseada crece 

exponencialmente (Darnell et al., 1993), de tal forma que si se empieza con una 

molécula, después de 30 ciclos (sólo unas pocas horas más tarde) habrá cerca de 

mll millones de coplas, ocurriendo en cada uno una duplicación de ADN (230) 

(Figura 7). Lo que resulta impresionante es que para obtener esa enorme cantidad 

de ADN sólo se requiere de un lapso de dos a tres horas. 

Donde radica la Importancia de la técnica de PCR es que puede duplicarse el ADN 

a cantidades exorbitantes, partiendo de muestras muy pequenas como puede ser 

un cabello, una gota de sangre e Incluso una célula. En este sentido, si se está 

buscando un gene en particular, el juego cambia de "buscar una aguja en un 

pajar" a •crear un pajar de agujas". 

Por lo anterior, la técnica de PCR se ha convertido en una herramienta poderosa 

en diversas ramas de la medicina, la genética y la investigación básica y cllnica. 

F'iguru 7. Credmiento exponenclal del ADN 
El crecimiento c.xponenciol del ADN hlunco ocurre debido a que los productos 
de cada ciclo se con\'icrten en los patrones para el siguiente ciclo 
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- ' . . - . 

actualidad una de las técn.icis d~ biología molecular 

con mayor utilidad en IÓs l~bo~torlos de investigación' en e~tudios de genética, en 

la detección y diagnósti~() áe enf~~~edad~~. p~ra' an~Hzar AD~ prehistórico, y en 

medicina forense p~ra ayu~~r a ~~cer iclentifi~a~io~es en investigaciones 
. ' 

policíacas (Dragan,' 1998). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El gene MICA ha sido asociado con diversos padecimientos inflamatorios y 
autoinmunes. Estos descubrimientos derivan de estudios del polimorfismo y 
distribución alélica de este gene. Sin embargo, es evidente que tales 
investigaciones han sido llevadas a cabo principalmente en poblaciones 
caucásicas, y que prácticamente no hay estudios respecto a las condiciones de 
este gene en las poblaciones latinoamericanas dentro de la que se encuentra Ja 
mexicana. 

Actualmente se están aplicando técnicas de tipificación del polimorfismo de MICA 
para dilucidar la relación de sus variantes alélicas con determinados 
padecimientos y poblaciones, tales como la secuenciación directa, que ha dado 
buenos resultados, pero que es difícil de aplicarla para grandes números de 
muestras, o la PCR-SSCP (single-strand conformational polymorphism), que 
permite el manejo de un número de muestras mayor, pero que es complicada de 
interpretar. 

Una técnica empleada en forma rutinaria para tipificar Jos alelos de genes del MHC 
a partir de ADN es el uso de sondas de oligonucleótidos específicas (PCR-SSOP) 
que reconocen las variaciones en los exones más polimórficos en los diferentes 
alelos del gene. Este procedimiento permite el manejo de números grandes de 
muestras y es fácil de interpretar, por lo que resulta conveniente su uso para la 
tipificación de MICA 

El primer paso de esta técnica es amplificar de manera independiente las regiones 
donde se encuentren la mayor cantidad de variaciones del gene, para que sean 
reconocidas por sondas de oligonucleótidos específica~ para dichas variaciones 

De esta manera en este trabajo se pretendió establecer la primera fase de la 
técnica de PCR-SSOP amplificando de manera independiente los exones 2, 3 y 4 
del gene MICA, que son en la actualidad los más polimórficos de los exones de 
este gene, en muestras de ADN de las poblaciones indígenas Nahua y Mixe para 
contribuir en el conocimiento del polimorfismo de MICA en poblaciones mexicanas. 
El establecimiento de esta técnica representa una herramienta básica para el 
posterior estudio de las variantes alélicas nativas del gene en Nahuas y Mixes 
usando SSOP y para el análisis de la adquisición de alelos nuevos de MICA a 
causa del mestizaje y su relación con enfermedades en diversas poblaciones 
mexicanas. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

• Establecer la fase de PCR de la técnica de tipificación PCR-SSOP, 

amplificando de manera independiente los axones 2, 3 y 4 del gené MICA de 

muestras de las. poblaciones indígenas mexicanas Nahua y Mixé para la 

posterior tipificación de. su polimorfismo median!~ sondas dé oligon.u~leótidos. 

Objetivos particulares 

• Amplificación .de .. los exones 2, 3 y 4 de las muestras de las poblaciones 

indigenas mexicanas Nahúa y Mix~. 

• Uso de primers específicos para amplificar JndepencjieriterT1ente IC:Ís exones 2, 3 
- '·- -

y 4 del gene MICA ··- · 
.;_·:.' 

• Establecimiento y esÍandarización de las condici~riés de temperat~ra, tiempo; 
•. >/;";;,' I:,·:. ,: ,•, 

concentraciones de reactivos y número de ci~l~s qÚ'~'p~rrT1iian la amplificación 
. - . -3 .. ~- ,,, _;, - '.~ :' "' 

independiente de los axones 2, 3 y 4 del gene MICA m~cliante PCR: 

• Análisis del éxito relativo de la amplific~ciÓn de i~s exone~ 2, 3 y 4 del gene 

MICA en las dos poblaciones mediante densitÓmetrra .. ·· 
;. /·- .::_;~:; ' 

• Almacenamiento de los productos de PCR de las poblaciones Nahua y Mixe 

para su eventual tipificación mediante SSOP. 
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METODOLOGÍA 

Material Biológico 

Esta investigación se llevó a cabo utilizando muestras de ADN de los grupos 

indígenas mexicanos Nahua y Mixe obtenidas de las regiones del Estado de 

México y del Estado de Oaxaca respectivamente, aportadas por el Lab6ratÓrio de 
•. ·• .: . ! '.-/ •• 

Biología Moiecular del Instituto Nacional de Cardiología lgl"lacio Ch~ve~ a·cargo 

del Dr. Gilberto Vargas Alarcón. Las regiones de dond~' son d~;gi,~arias las 

muestras son representativas de estos grupos étni~os sagú~ d~to~:,d¡I Instituto 

Nacional Indigenista. 

Diseño de prlmers 

Los primers para el gene MICA fueron diseñados utilizando las bases de datos 
-

EMBUGenBank. (Núm. de acceso X92841) donde se buscaron las secuencias 

tanto de los axones como de los intrones disponibles para los genes de la familia 

MIC. Con la información obtenida se diseñaron los oligonucleótidos para los 

primers, estableciendo su longitud y respectiva localización. Los primers 

empleados comprendieron los axones 2, 3 y 4 ya que éstas son las regiones más 

polimórficas Identificadas hasta el momento en el gene MICA (Mendoza-Rincón et 

al. 1999) (A¡iéndlcc 1). 
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Amplificación por PCR 

Las amplificaciones mediante Ja técnica de PCR se realizaron en un termociclador 

(PTC-20.0, M. J. Research Watertown Massachussets) y se aplicaron condiciones 

similares de temperaturas y tiempos a las que se emplean para amplificar alelos 

de clase I'. _Sin embargo, se hicieron los ajustes necesarios para conseguir las 
' ' ' 

condiciones óptimas para Jos axones 2, 3 y· 4 : de MICA variando las 

concentraciones de. la enzima, de los reactivos; las temper~turas y los tiempos de 

cada ciclo (Figuras). 

En las amplificaciones iniciales se utilizaron 1,. µg: de ADN, 25 pmol de cada primer, 

0.2 mM dNTPs, 16 mM (N~4)2S04, 1 mM MgCl2 yJUl:Taq polimerasa de ADN 

(Bioline, UK) en 25 µI p~r reaccié~, com~l~ta~d~estevoíumen con agua MilliQ. 

Para los procedimientos de PCR se utilizaron micropipetas de 10, 20 y 100µ1, 

exclusivas para PCR, tubos de 1.5ml (Eppendorf, Westbury NY) para la mezcla 

maestra, tubos de 0.2 mi de pared delgada (Eppendorf, Westbury NY) y puntas 

para pipetas de 200, 50 y 20µ1 (Trefflab, Degersheim Switzerland). El· material 

usado es nuevo y especial para este tipo de técnicas, y los ensayos fueron 

realizados con reactivos y condiciones estériles en una campana de flujo laminar. 
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Electroforesis 

Los productos de las reacciones fueron sometidos a electroforesis horizontal en 

una cámara de electroforesis Horizon 58 (GibcoBRL, Westbury NY) en· geles de 

agarosa (GibcoBRL, Grand lsland NY) al 1 % en amortiguador TBE 0.5 X (Apéndice 

11), teñidos con 1 ~ti de Bromuro de Etidio (GibcoBRL, Westbury NY) y · 

posteriormente se analizaron en un Gel Doc (Blo-Rad) para verificar ·que se 

hubiese llevado a cabo una amplificación adecuada. El tamaño de los productos 

es de 499 pares de bases (pb), 512 pb y 533 pb para los exones 2, 3 y 4 

respectivamente (Mendoza-Rincón et al. 1999). 

Análisis densitométrlco. 

El análisis densitométrico fue llevado a cabo en los amplificados de los geles de 

agarosa empleando el software de análisis densitométrico del Gel Doc (Bio-Rad) 

que expresa el valor de la amplificación de los axones como absorbancia o 

densidad óptica (D. O.) facilitando así un análisis semicuantitativo del éxito relativo 

de la reacción al comparar los resultados entre .las dos poblaciones y los tres 

exones. 
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Figura 8. Procedimiento llevado a cabo para amplificar mediante PCR los exones 2, 3 y 4 de MICA. 
Los reactivos fueron agregados a In mezcla maestra en el orden que aparece en la figura. 
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RESULTADOS 

Diseño de primers 

Se consiguieron las secuencias de los primeros 16 alelos de MICA en las bases 

de datos de EMBL y GenBank (Num. de acceso X92841) con el fin de ubicar 
.. 

regiones susceptibles para diseñar primers que permitan amplificar de manera 
'. J-'. ·.- ·:·'· ' 

independiente los axones 2, 3 y 4 de MI.CA (Mend~za-Ri~6Ó~'et a/ .. 1999). Los 
.' - ··-:·., __ ,.- . ., .. _ ·. -

primers diseñados y su ubicación se m~estran en lfjTabla 1 y en. el Apéndice l. 

Tnblu 1. Secuencia, orientación, longitud y localización de los primers usados para las 

amplificaciones por PCR de MICA. 

Primer Orientación Longitud Ubicación Localización* Secuencia 

MICA5'Ex2 sentido 24 lntrón 1 6826-6849 S "·TCTTOTCCCTITOCCCOTOTOCAT·l • 

l\HCA3'Ex2 antisentido 24 lntrón 2 7324-7301 S • ·CCCCCATTCCTCACCCCCAOCCTO·l' 

MICA5'Ex3 sentido 24 lntrón 2 7378-7401 S '· TOOGOOACJOOCCAOOOAOOCOTAC·J" 

MJCA3'Ex3 antisentido 24 lntrón 3 7889-7866 S'.COATOTOCCAACAOOAAATOCCTT·l' 

MICA5'Ex4 sentido 24 Intrón 3 8227-8250 S'.CAOACTTOCAOOTCAOOOOTCCCO·J' 

MICA3'Ex4 antisentido 24 lntrón 4 8759-8732 S'.CAATOACTCTOMOCACCAOCACT·l' 

*La localización de los primers corresponden a las secuencias de MICA publicadas por Bahram et al (1996}. 
Los pesos moleculares esperados para los productos de PCR con estos primers son de 499, Sl2 y S33 pb para 
los exones 2, 3 y 4 respectivamente. 

TE!"Tr. c:u~ \~ 
iJ!i) u 
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Amplificación por PCR 

Se establecieron las condiciones adecuadas de amplificación por PCR de Jos 

axones 2, 3 y 4. ·del gene MICA utilizando las muestras de ADN de Nahuas y 

Mixes. DespuÉls de varios ensayos de amplificación, se llegó a las siguientes 

condicion~~ de 'te~per~turas y tiempos. 

Tnbln 2. Condicl~~es de PCR para los eximes 2, 3 y 4 de MICA. ". ..... ',.. . . 

Te111per11tur11 e Tiempo 

95 4 min. 

2 (desnnturaliznción) 95 30 s 

3 (111ine11mie11to) 65 50 s 

4 (duplic11ción) 72 30 s 

5 repetir pasos 2 - 4, 32 veces 

6 (extensión) 72 8 min. 

7 15 1 hr. 

Estas condiciones permitieron Ja amplificación independiente de los tres axones 

más polimórficos de MICA en 20 de las 54 muestras disponibles de ADN Nahua: 

1, 3, 8, 9, 13, 15, 18, 19, 20, 23, 34, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 43, 44 y 46. En las 

Figur~s 9, 10 y úsepÚ~den<~b.se~ar l~s productos de algunas de estas muestras 
,. 

en geles de agarosa representativos: 

... Y en las si~llie~tesJ 3 ~;:1~~ 2~m~estras de ADN Mixe: 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 16, 17, 21, 30 y 48 (Figuras 12, 13 y 14). 
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Figura 9. Ampllncadón del exón 2 
de MICA de ADN Nahua. 
Gel de agarosa al 1 % representativo 
donde fueron separadas mediante 
electroforesis horizontal las 
muestras amplificadas del exón 2. 
Las bandas de IOO pb se deben a 
contaminación en los reactivos. 

m (-) 20 23 34 36 37 38 39 40 41 42 

1 
Figura IO, Ampllncadón dtl 
eión 3 de MICA de ADN 
Nnhua. 
Gel de agnrosa al 1 % donde se 
representan algunas de las 

~ muestras amplificadas separadas 

1 
mediante electroforesis horizontal 
del exón 3. 
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Figura 11. Ampllncadón del 111 
nón 4 de MICA de ADN !lJ 
Nahua. i 
Gel de agarosa al 1% dónde 
fueron separadas mediante 
electroforesis horizontal 
algunas de las muestras 
amplificadas del exón 4. 
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Figura 13. Ampllílcnclón del exón 
3 de MICA de ADN Mixe. 
Gel de agarosa al 1 % donde fueron 
separados mediante electroforesis 
horizontal los productos de la 
runpliflcación del exón 3. 
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Figura 12. Ampllfieadón del exón 2 
de MICA de ADN Mlxe. 
Gel de agarosa al 1 % en donde se 
presentan los amplificados del cxón 2 
de MICA separados mediante 
electroforesis horizontal. 
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-
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Figura 14. Ampllncaclón del ~i 
exón 4de l\llCA de ADN Mlxe. :ll 
Gel de agarosa al 1 % ~ 
representativo dónde fueron 1 
separados mediante electroforesis 
horizontal las productos de PCR 
del exón 4. · 1 
.s:a, 
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Amílisis dcnsitométrico 

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal en agarosa al 1 %, 
se tiñeron con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador de luz UV. 
La imagen se digitalizó utilizando una cámara de video acoplada al aparato 
analizador de geles Gel Doc (Bio-Rad) y por medio del software del aparato se 
evaluó la densidad óptica de cada banda, obteniéndose los valores de 
absorbancia por cada exón en los pacientes Nahuas (Tnbl11 J). 

NAHUAS 

Tabla J. Densidades ópticas de las amplificaciones de los exones de MICA en Nahuas. 

I/ NAHUAS / Exón 2 / Exón 3 / Exón 4 
; 1 n1 ¡--o-:s?ó ___ -- ¡--·--a~--, 0.456 

. / n3 1 0.592 / 0.582 j 0.369 
: J na - --·-T-0.333 ___ T_ 0.657 1 0.247 

; ,-- n9 ¡-0.395 --r 0.529 1 0.425 
¡I n13 ¡-0.54-7--¡--·0:435- -·¡------ 0.538 

¡¡-- n15 ,--OA9s----,---02a2---¡ 0.452 

¡¡-· n18 j 0.472 J 0.415 /__ 0.544 

:¡· n19 J 0.741 ! 0.428 J 0.467 

'. I n20 1 0.163 1 0.612 1 0.403 

¡1.:-:-~~----~r-0:392· T--D.732-¡ o.466 

!J n34 1 0.187 j 0.531 1 0.316 

l 1 n36 1 0.287 1 0.459 j 0.429 

i\ n37 1 0.592. 1 0.195 j 0.567 
1 -- .. n38 ¡- -0248 ___ r--0.461 1 0.576 

'. ¡--- n39 / 0.374 / 0.405 / . 0.579 

! 1 n40 j 0.829 ! 0.394 ! 0.874 
1i------:~---~¡--:-o~~--~-r-:--O]Cl6·-c--·~I--=--

¡ 1 n43 1 0.602 1 0.575 1 0.874 

il n44 ¡o.3~/ 0.457 j 0.526 

¡¡ n46 1 0.190 1 0.152 1 0.246 
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Las densidades ópticas de los pacientes Nahuas fueron agrupados en exón 2 

(Gráfica 1), exón 3 (Gráfica 2) y exón 4 (Gráfica 3). 

Gráneo l. Amplificación del exón 2 en Nahuas 

~:; N··-----=-- --===--;.--- ~ ~-~ 

j ¡¡ ~IAfl~~ -_&iA~~~5t~~i~ . miw.~w: Jij¡1_d1.1:11 ~m 
n1 n3 n8 n9 n13 n15 n18 n19 n20 n23 n3A n36 n37 n38 n39 n40 n41 n43 n44 1146 

Mur!Oras dt AIJS Sahu11 

Gránea 2. Amplific11cion del exón 3 en Nahuas 
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Gnlfica 3. Ampllncaclón del exón 4 en Nahuas 
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En la Gráfica 4 se representan los valores de absorbancia de los tres exones en 

cada paciente Nahua. 

Granea 4. Comparación de la amplificación de los exones más 
polimórficos del gene MICA en NAHUAS 
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< : ' ' ~ ... ,_ . . 

< '2 ~ ~' ¿-¿;··.;-~-~.i~. ~-.!_ . .L '. ::_"-_;: ~- ; 
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Para. una· mejor comprensión deº la diferencia de la amplificación en los tres 

exones, se hizo el cálculo de las media y las desviación estándar (Gráfica 5). 

GnlH<a!l.Amplificación media de MICA en Nahuas 

0.6 1-----"I'-----
·~ o.s 
.e 0.4 
;: 
~ 0.3 

0.2 

0.1 o ,__ _ _._ __ ...._ ___ _ 

Exón2 E~ón 3 Exón4 

En los datos de absorbancia de esta última gráfica se puede observar que al 

comparar los resultados de la amplificación de los exones 2, 3 y 4 en las muestras 

Nahua, no se percibe una diferencia en el éxito de la reacción. Lo que Indica que 

el procedimiento y los primers empleados fueron eficientes para amplificar 

Independientemente los tres exones. 
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MIXES 

De igual manera para los pacientes Mixes se obtuvieron los valores de las 

densidades óptica de las amplificaciones (Tabla 4). 

Estos datos se representan por cada exón en las Gráficas 6, 7 y 8. 

MIXES Exón 2 Exón 3 ---¡- Exón 4---
m 1 0.069 0.364 --r--0-.198 ____ _ 
m 2 0.264 0.645 .. -- ---¡------o::üfo ___ _ 
m 3 0.414 1 0.096 r -----0:655 -
m 4 0.585 - r --o.662-----,-- -0:260 ______ _ 

----- _m_s ______ T ___ o.1sá ___ - r -----0:;;124----¡----0~47~,- -
¡· -------m6-------¡------D.4-41-----¡-----o.3a4 ___ ---¡---- --0:10f- -
;-------1n-9- 1 -o.196 - --- -¡ ---- -0.085_____ [ o.323 

r= ~i~~-+==11:r-- f-i~-~l- ~: 
-· m 21 0.204 0.448 1 0.294 

m30 
-------1n 49--- -- -¡ 0.404 

0.276 
0.447 
0.405 

0.573 
0.162 

Tabla 4. Densidades ópticas de las amplificaciones de los exones de MICA en Mixes. 
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Grllncn 6. Ampuncaclón del exón 2 en Mlxes 
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Gráfica 7. Amplifkat'lón del nón J "" Mb:n 
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Gráfica 8. Ampliflc.-ación del exón 4 en i\lh:es 
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Gráfica 9. Comparación de la amplificación del gene MICA en MIXES 
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Los datos de los tres exones de MICA en las muestras Mixes se agrupan en la 

Gráfica 9. 

Tal como se hizo para las muestras Nahuas, para los amplificados de pacientes 

Mlxes se calcularon la media y las desviaciones estándar para poder comparar el 

grado de amplificación entre sus tres axones (Gráfica to). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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En el caso de la amplificación de las muestras Mixes, de nuevo la técnica fue 

satisfactoria para los tres exones y no se presentó alguna diferencia que pudiera 

indicar que en este grupo de muestras el procedimiento de PCR tuviera que ser 

modificado para mejorar la amplificación de un determinado exón. 

Gráfica 10. Amplificación media de MICA en Mixes 

0.6 :··· . ~ ' 

0.5 

.!! 0.4. l!l .e 0.3 
o. 85 
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~ 0.2 

0.1 ------
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Exón 2 Exón 3 Exón 4 

Finalmente se compararon las amplificaciones medias de los tres exones en las 

dos poblaciones indlgenas. 

En la Gráfica 11 se puede constatar que en general la técnica no presentó una 

diferencia observable entre la amplificación de las muestras Nahuas y las Mixes. 

Además, al comparar la amplificación entre los tres exones de las dos 

poblaciones, se puede decir que el método es eficiente para amplificar de manera 

_ independiente los axones 2, 3 y 4; lo que permite contar con las muestras para la 

fase de hibridación del SSOP. 
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Estos resultados indican que las condiciones que se aplicaron para realizar las 

amplificaciones por medio de la técnica de PCR fueron las adecuadas y que no es 

necesario modificar el protocolo para conseguir amplificar un exón o una población 

en particular. 

Gráfica 11. Comparación de la ampllflcaclón de 
los tres axones de MICA en Nahuas y Mixes 
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DISCUSIÓN DE RESUL TACOS 

En los últimos años ha habido un interés creciente en los recientemente 

descubiertos genes de la familia MIC. Este interés ha sido alimentado por el 

descubrimiento del polimorfismo del gene MICA, su relacióncon el.HLA-B y sus 

aspectos funcionales. Sin embargo, el progreso en términos · .. dé :~et~cción y 

tipificaci~n d~ Mi6~ ~~ ~ido relativamente lento debido a la falta d~ u~~ técnica de 

identifica~ió~~ ~~;~pi~d~:>A~emás los estudios realizados e~ este campo 
. cJ' 

comprende~ ~n ''~[J ¡gmérís~:'íllayoría las poblaciones. caucásicas. y japonesas y 
. <'- .'-::\,,,~ .. -'e:: 

ninguno se ha enfcicado t1a'ci!{poblaciones mexicanas. 

Hasta ahora la s~c~;~:ci~·~ié>~'dir~6tah~ sido Í~ herramlenta'lllás empleada para la 
-- • .; r -.,-,• J,••_, • •·<> ,,., \ -: •" • "• • ,•., ,> ,.- •, 

tipificación de los,alelos de MICA, sin embargo, esta técniCa_no es aplicable para 

la determin~ción;de dran~~s 'números de ~uestras, d~blcJ~,a que consta de 

procedimientos experimentales que requieren muchotiempo.:Reclentemente, la 

técnica conocida como PCR-SSCP ·· (PCR-slngie:str~'nd .... conformational 

polymorphism), ha sido establecida como una técnl~ de tipificación más 

conveniente, pero tiene la desventaja .de q~~)~ f~rm~ción de múltiples 

conformaciones de ADN de cadena sencilla puede dificultar la Ínterpretación de los 

patrones de bandeo (Mendoza-Rlncón et al, 1999). 

Una alternativa es la técnica llamada PCR-SSOP (PCR-sequence-specific 

ollgonucleotide proba). Esta es una técnica rutinaria .que ha sido usada para 
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-- - . .. 

tipificar los alelos del MHC a partifde ADN.· En este proc~dimiento se ~mplearÍ 

sondas. de óligonucleótidos diséñad~s para recono~:er ~ª=~erÍcias especificas de 

los genes, lo qu~ p~rrnite identifica~ r'os diferentes;aleÍós deC9él1~·: . ' 
- .'.._,_._. _:,'.- - - .-·:.<-:: .:t:·~~~-< "~.f ... /.!:·'·'".· 

... _.----:_':.· -·:,_;:.:,-· 
,,, '·:'; ~-j: ~:' 

.Para tipificar. lo.s a·Í~lo~\ie. MICA rÍiei:Jiante'·Pci~-~k~~: i~imero es necesario 

amplificar medianía PCR las. r~~io~~s ~1s. variable~ del g~ne, de manera que 

puedan ser reconocidas' P~r,/I~~ ~~~~~{ ·b~mo ya. se ha comentado, dichas 

regiones sonlos•e~~~es2;3··~•4.·. 

•: .-;~:-::_:;' 
. 

Por estas razones, e~ este trabajo se pretendió contribuir al estudio de MICA, al 

establece~ ~ria' t~c~f~\¡~ amplific~ción independiente de los axones más 

polimórficos ~~ est~ gene ~edi~nte• P¿~ en ~oNfde:i,,dividuos indígenas de 
' .. ·- ''. -- . __ -.,_ - -;·";:-:, "' - __ :,: _;':::> .. :.-_, __ '.;'-· ~ .. ---"'-i' 

México para aportar así las bases para e(~es~rr~Ílo d~ la (éciii~~ de SSOP para la 
~---.2;:f~-; -;·:--·-

--,·,>:., 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa d~ AÓN {~CR) 'és ampliamente usada 

en biología molecular y en la investigación de. e~f~rmedades genéticas para 

identificar nuevos genes {Whlte 1997). Esta técnica es rápida, no muy costosa, 

fácil de realizar, pero donde destaca la Importancia de la tecnología de la PCR es 

en que es única en su habilidad para localizar y amplificar exponencialmente un 

gene o una secuencia especifica entre una gran cantidad de ADN, que por su 

Interés clínico o de Investigación sea Importante amplificar para su análisis 

molecular, genético, Inmune, patológico u otro. 
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En este sentido; se consigúió éstabf~c~/ de má~era satisfactoria la a"mplificación 

independiente de l~s ~~o~~s 1', 3 'y'~ ~;l;9e~~ Mi6Arn~~ian~e (~<r~acción en 
•o:¡ ""• 

cadena de 1~ poun'.ier~~¿ • ~CR," en ~~~~tr~~ el~ los' grupos Indígenas Nahua y 
.·.<'~ ., .. _,_c_•-..¿·,:::.-c'.;.._~'--:C,.--·, \ .. :_<'J~--':__;~-.. ; 1_':.?.·.·~::.- . __ ,_-.(~·_,e: ; 

Mixe. Siendo un paso importante el diseno de los primers específicos. 
" ~-, '~/; , ; ,: ': ; • ; ,;','.; • •! \ ·;:: .• ' ; - •' CA • • 

. ..··· .. ,,,;,'.:t,·l'.~~)-·.6}: .'.~) :· ' ~·· _: / .. 
La especificidad ele .la\PCFÜ'es~~onsecllen6ia del uso de oligonué:leótidos 

diseñados ~ár~,ali~eiil~~d~'·~~~:··~r~~;sa a una secuencia de ADN. Estos son 

dos secuencla'ib,~Mk~ 1l'~ cJ&~;ei:e:t~·n separadas por una longitud de secuencia 
.'· 

conocida y scin co~~¡~~~~t~rios ~ 16s fragmentos opuestos a dicha secuencia. La 

selecció~, de los pri~er~ .está. i~fluenciada por varios factores {Eeles y. Stamps 

1993; Whitei 1991; oÍc1 y Pri~rose 1994; White 1997): 

Primero, los primers deben ser complementarios a fragmentos que estén un 

poco alejados de la secuencia a amplificar de tal manera que comiencen la 

amplificación un poco antes para c~nt~~con la secuencia completa. 

Segundo, obviamente cada primer debe tener una secuencia única para 

prevenir una alineación con ·una secuencia de ADN no específica. 

Tercero, deben ser de una longitud de entre 15 a 30 nucleótidos para 

asegurar la especificidad. 
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Cuarto, debe haber úna. iotal falta de complementariedad inter-oligo, si 
. . .. ' . 

existe alguna complementariedad ~ntre los prirners se promoverá la 

formación de dfme'ros, particularm.ente si ocurre cerca de los extremos 3'. 

Quinto, es necesaria una falta de complemerítariedad interna, pues si hay 

regiones complementarias dentro del primer, muy probablemente se 
. . 

produzcan problemas durante la PCR debido a la formación de una 

estructura secundaria, lo que inipicle Ja adecuada alineación. 

- '~-:- - ! : .• ~: - • 

Sexto, si es posible, es pref~rib1e;qu~'~1'primer contenga alrededor de un 

::.::::~,"~"§JJ"2~l;1~i~~~)!~§l%;o'.: :·~:~:,;: ""'" m•• 
,_,.;--- · ~ ~'~-'- - ,_-,:_.: · ·1.:.r:- )~--/:.·:· ~-~~ , --~-i~-~~ _::.·: · ·> -~~ ~:~, 

· .. - -- · -·2~~: .. :::: ~~--~~;{ ~~::,~::~- --~~~-~, --L'.d';-/o-' ~v: · ~,:· -. ¡ ~:L _____ . 

Séptimo, la conc¡~traciónB~ 1'as
0

Sri~~r~ no ~~¡,~ser más de 500 µM, ya. 
~ • - r> ' • ·-~·-

que a concenÍracÍones:}Tiay~r~~ s~)av~rec~'efalineamie.nto no específico 

entre los dós prlmers y nó conci~ ~!gll~~ci~ ~e~eaé:fa. 
; .. '• ., :'::» --"" ,:;·· .. ;,_\',' ·. :-;; 

Octavo, el.extrem~·fd~Jpri~~r~ebe."anriearse al inicio de la secuencia 

deseada para que I~ p~lim~~z~~fó~·:s~:·ad:c~ada .. 
: -\~-:--:,~·;:{'/ •'.°. ,_--

La concentración de. los primers recomendada para usar es de entre 20 y 100 

pmol (Old y Prlmrose 1994) aunque es preferible usar sólo 20 pmol debido a que 

no disminuye la calidad de la reacción y se ahorran reactivos (Eeles y Stamps 
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1993). Esta situación fue comprobada ya qué la'canÍidad que se'ernpleó en esta 

investigación fue de 2spmol de cada primer porreacción, obte~ién~ose con ella 

. . . ' 

Con el 'objeti~o de diseñar los prirn~rs necesar,i~s ~a;~: l~_~c.R}.te~iendo en 

cuenta los;puntos>anteriores, Mendoza-Rincón ~?~1.: (1999) a'btuvieron la 
- -·, ) '. ' ,,~:·:~~; '-,-~¡('':~· '~;-,;-;'_' - ',;'/ 

secuencia de MICA tanto.de intrones corno•'cie éxones (lns¡~ecueÍ1cins actuales se 
-:~::,',;·:· ·;·.·',_;"-- ·:-., .. ~:.;\-·,· ' ~-

puedim encontrar'.en Robinson et al. 2001, o e1; la pági~n http:niilc~~.u-strasbg.fr), de 
• · ' ·· - " ·' ·o .. ·:. .,... i ·--· :-'.~-· ·; . , ~ .• · ,; 

seleccionaron las secuencias que sé apreciari"en la ~hbl~ 1 y en el Apéndice I corno 
- . . - - - ~. ~-~~·_.-.- ._..- .( -~ ' . . ' 

prirners. Para cada exón existen "dos pri,{,ers; Úno. sentido y otro anti sentido, cada 

uno con una,longi~~d de;4nu¿Jeótid¿~. 
·:-~:.· 

Los prirners usados permiten amplificar los· exones para Jos que fueron creados, 

debido a que están diseñados de manera espe~lfica para las secuencias al inicio y 

el final de los exones. La secuencias del gene donde se alinean· los prirners no 

presentan variaciones en los diferentes alelos de MICA hasta ahora descritos: 

Además, a pesar de que el gene MICA es muy poiimórfico, las variaciones 

presentes en el gene son puntuales, de manera que la probabilidad de que exista 

una de ellas en la zona de alineación de los primers es muy baja, lo que permite la 

amplificación de todos, o de la gran mayoría de los alelos de MICA. 

El amplificar de manera independiente los axones más polimórficos de MICA tiene 

la finalidad de obtener de manera separada las secuencias de estos axones para 
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conseguir -un re'c:onocimien_t~ más claro de -las variaciones en -ras , secuencias 

mediante l~s sond~~ específicas. De tal manera que una ~~ryda diseñada para 

determinada _variad~~ en el axón 2, no reconozeaÚna ~ec6~nc\~ similar en alguno 

de _los otros axones'() intrones lo que prov~carí~-confu~i¿n en el análisis de 'ª 
hibridaci¿~ de' la s~nda. 

En la reacción de PCR la principal protagonistá es la polimerasa de ADN. Existen .- . _., . -. 

varios tipos de polimerasas que se pueden usar. (Old y Primrose 1994), pero la 

que tiene el uso más extendido es la Taq polimerasa, la cual es producida 

industrialmente en la bacteria E. coli transfectada con el gene de la Taq 

polimerasa. Esta enzima es una proteí_na de 94 kDa con una actividad. de -

polimerizació~ 5'-3' que esmá~ eficiente ~n ur¡ rango de temperatura de 70-aoºc. 

Es una enzima muy termo-establ~ con un~ vida media a g5dc d~- S5-40 min. Lo -
- e' ,•", \ •: <' :· ~··. • ; 

que en términos de números _de ciclos corresponde una \/ida\rnédia de 

aproximadamente 100 ciclos (White 1997). Las concentraciones re~6rnendaclas de 

la enzima varían entre 1 y 2.5 unidade~ (Eeles y Stamps 1993l, y en nuestro caso 
·-.-. ' -

se consiguió una buena amplificación con o. 75 unidades porrea6ción; Lo que 

permitió el ahorro de enzima para poder llevar a cabo_ i.m:núniero mayor de 

reacciones. 

Esta enzima requiere del Ión magnesio como cofaétor par~- catallzar la reacción a 

12°c. El cloruro de magnesio aporta entonces este.Ión a'i~i~a¿ción, sin embargo, 

muchos componentes de la reacción pueden aso_clarse al Ión magnesio, 

Incluyendo a los primers, la propia secuencia a amplificar, los productos de PCR y 
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los dNTPs. Comci es necesarió el ión Mg libre, para la -enzima, la ~onc~ntración 

totai del Mg debe exceder la concentración de los dNTPs ql!ienes són la principal 

competencia de la Taq por el ión; ¡icii ejem~lo, ~i se us~n o.a ri,~ de dNTPs, se 
' ,. . ' '.'.._ .. -~ ' . . . ·:;,: ,.: :-¿''- .:O·~:~; -"' i;-::-..,, ;~~.: ; 'o• • ••• - ~·-. 

aconseja emplear .1.5 mM ·de cl~'ruro: de rnagrÍesio (White 1997). Sin embargo la 
. , . ', e" ;¡ .·- · ';•o'.,, ; · ' . · ,; ' . - · , · . ." •' · · 

concentración del ·Mg d~be_'ser:ajust~~á co~rectamente. pues.sf'.sa.·aumenta 

demasiado puede presenÍaí, problerriá's para la reacc.ión al inhibir la enzima o al 

dificultar la desnat~(a1i:~¿;i~~ ictel A~N y. el alineamiento d.e los. primers. 
,,_ .. ·\-< )''.,;< . 

Normalmente las concentra~icines de Mg varían entre 0.5 y 3mM (Eeles y Stamps 
- ·\: ~---':.;· 

1993). De este .modo, para •ros tres exones de MICA la concentración adecuada 

fue de 1 mM de cl~~u/á d~ magnesio. 

También se r~quier~ ~~una solución amortiguadora qÚe provea la fuerza fónica y 

1a capacid~Xal116~iguadora a ~n pH alrededor de a.3c~ 2~0c par~qu~ 'ª reacción 
_::-:_,._,,.·. 

se lleve a cabo (White 1997),- normalmente estos "buffers• son''pro\listi:ís .en los 
·,-<··- :.:::~- :·· <.:·> ~-· · .. ;:"2:::::¿· - ..; :_:-H~·,;'}·_.;, ... .:': 

"kits• para PCR. Para este: trabajo se i.Js6 .16 rnM de buffer de'PCR (NH4)2S04 de 

Bioline UK. 

Debido a la relación que el gene MICA guarda con los genes del MHC de clase 1, 

se decidió iniciar con un protocolo de PCR slrni.laral que se utiliza para este grupo 

de genes (ver metodología). Después de algunas modificaciones experimentales, 

principalmente enfocadas a conseguir el. ahorro de reactivos sin menguar la 
,·-. 

calidad de la reacción, se llegó a las concentraciones óptimas de los siguientes 

reactivos: 1 µg de ADN, 25 pmol de cada primer, 0.2 mM de dNTPs, 1 SmM de 
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amortiguador de PCR (NH~)2á04, 1 mM de MgCl2 y 0.75 UI d~ Taq· pcilim~rasa de 

ADN (Bioline, UK) en un volumen total d~ 25 µl. Encontramo~ "qJe ~stas 
condiciones ~ueron las adecu~das para l~s objetivCJs ~lanteaJJs. 

Los tres pasos de la PCR son iniciados por cambios de temperatura. Las 

temperaturas elegidas para cada paso son cruciales para la especificidad y 

eficiencia de la reacción, asimismo el tiempo destinado a cada paso es 

determinante. 

En un inicio, la mezcla de reacción debe ser calentada lo suficiente para 

desnaturalizar las cadenas dobles de ADN. La Taq polimer~sa, como cualquier 

otra enzima, pierde actividad en una tasa que es propárclo!lal a la .temperatura. De 

manera que, la actividad enzimática va dlsminuy~nd~a;uría ta~~mayor que la 

tasa de desnaturalización del ADN. La temperatura Óptl~t: a·'1a·cuai el ADN de 

doble cadena se desnaturaliza en dos cáde~~~~~~~dilí~'i_e~:.de9~0c, y· en la 
:··~d~'-: '.o_> :'!.'_·•; ::_~::-:_: ••· .. ·~~- - ; _ 

práctica se ha comprobado que 30 segundos a'2 minutos son 51Jflclentes para que 
' {0,c,,·:>'·r·' .,.._ . ,·' 

se lleve a cabo de manera satisfactoria ei pa'~cicie desnaturalización (Eeles y 
-:::.· .. - º'.:?'¡·";'"'. 

Stamps 1993). Sin embargo, es muy. reéon1enclable un paso largo inicial de 

desnaturalización para reducir la actividad de la pollmerasa antes del comienzo. El 
-, _: = ~ ·;t ' -. - .J -

proceso de.desnaturalización adecuado al que se llegó en nuestro procedimiento 

fue de una temperatura Inicial de 95°C durante 4 minutos, seguido de un segundo 

paso de 30 segundos a la misma temperatura. 
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Después de la desnaturalización, el ADN debe ser enfriado rápidamente para 

evitar que las dos:cadénás sei~reúnan; entonces se debe llevar la mezcla a la 

temperatura de alineam1~nic:i: É~ta ie;.;,peral~ra ciepénde de 1a secuencia de 1os 
.~·~' - ;·:;') ,.,:~·;··-~·'--'.;; ,. 

primers y de la f~e~á iÓnic~ dé I~ ~bluciÓnamortiguadora usada, por lo que debe . . _. '. ~ " ,. ' .·'. ". 

ser ajustada depéndiendc:l.'éi~':j¿'~:-·~ri~ers empleados. Existen programas de 

computo que permit~n ~~t~:~i~~/,~'~é~~eratura adecuada dependiendo de estos 

factores (White 199;). De ~~eva c~~nt~. ~I tiempo de este paso debe ser ajustado 
. . . ' 

experimentalmente, sin embargo generalmente se emplean de 30 segundos a 2 
" .:·>>- .- .. -_;_ 

minutos (Eeles y Stamps 1993): .Par¡,¡ los primers diseñados para los tres axones 

de MICA, la temperatura idónea es de 65°C y el tiempo adecuado fue de 50 

segundos. 

El tercer paso de la reacción es la polimerización o amplificación. La Taq 

polimerasa posee una temperatura óptima de operación de 72°C, con una 

capacidad promedio de incorporar unos .150 nucleótidos por segundo (lnnis et al. 

1988), de manera que esta es la temperatura usada para este paso. A pesar de 

ser una iemperatura usualmente mayor a la de alineamiento, este aumento no 

desnaturaliza el complejo ADNc-prlmer, lo que permite continuar con la técnica 

(Eeles y Stamps 1993). La duración de esta etapa normalmente se encuentra 

entre 30 segundos y 1.5 minutos, y se incrementa con la longitud de la secuencia 

a amplificar (Eeles y Stamps 1993; Old y Primrose 1994). En nuestro caso 30 

. segundos fueron suficientes para el tercer paso debido al tamaño de las 

secuencias de los axones. 
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El eséoger correctamente el'núm~ro ,de cfclo~ d~ PCR ahorra tiempo y hace más 
' ' 

eficiente la, técnica.,, Si 'Se cuenta con una cantidad relativamente abundante de 
''-•; __ ' 

ADN (100 ng) ulla f>CR,~de 30 cicioSes suficiente para observar una banda muy 
- si:<. . .ó.;: .. > ... ~ . ./''_.· ,_·;.. .· . ~-·· 

evidente en <un ;geL ciexaiiarosa éoll, Bromuro de Etidio. Sin embargo, para 
' - . - -· . " -'~ . ' - .:,,,:_· 

cantidades n1enÓ,,reJ~1 n'úfu,ero d~ ciélos crece proporcionalmente (Eeles y Stamps 

1993). ¿ p~~~e~ibJ~j~s~/~/~t·~Zrl~e~or de ciclos posible, ya que al conseguir 
;_~-.~:':~~- .~·,,:.;··,.·..:.)·: ,_, ·"!~ ~~-- ~"·' '--~;: ~-~)3·, ;;.,.·_ 

una abunda'nt'e bii~iiciad de'~m~lificádos; se corre el riesgo de que los productos 

sean las qu~\:e'.t~~~~ c¿~~,~G~io de partida'~ara el alineamiento en Jugar de los 
. ' . . · .. ::~ . . . . '· ' ., ' . - ... 

. '"· ;'.¿--

primers (White 1997)5 Para este estudio se aplicarof1'33 cicl§s ya que se contaba 

con 1 µg de ADN por.reacción, repitiendo desde el segundo al cuarto paso, esto 

es, desnaíuralizacióri, alineamiento y duplicación. 

Es necesario mencionar que al terminar todos · los ciclos es altamente 

recomendable darle a la mezcla un tiempo considerab'le de extensión a 72ºC para 
'f';. ,.,'-·:~·:. -· ;· -~ . . ,,· - •' 

que la enzima se encargue de terminar de polimerizar los amplificados (Eeles y 

Stamps 1993; Old y Prlmrose 1994). Por lo que al término de los 33 ciclos se 

aplicó un paso de extensión de 8 minutos a 72°C. 

De este modo, después de experimentos iniciales para determinar las 

concentraciones y temperaturas de amplificación óptimas, finalmente se llegó a 

las condiciones que aparecen en la Tabla 2. 

-----·~--------­; ;," '' 
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Es conveniente aclarár que i~sreaC::C::iories de PCR se realiz~ron_en un ambiente 

adecuado p~ra ello, aplÍcan'ció .toda~ las precau6i~~~iencoíltrád~;~¡; la Jit~ratura 
- • ·- • ' • , • >< • - •• , • •• - • _,,-,_,,._:_ :~.- •• • •. 

(Eeles y Stamps -~s93: White 19SJ; Old y Pri+r~tEl ~S~4;. yvhiie j j97); de acuerdo 

con nuestras posibilidades, es decir que;/se·/em'pleó equipo dedicado 
· ',- · · . _ ~· 'r, .. ·, · ·. · -· .·. · -".- · · ' - , '· _. f · ·.' : . ~ ~ • · · · -

eixclusivamentei.para PCR, asimismo'las·reacéiones se>Jlevaron a cabo en una 
·.- •. • \•.·· . . . ' -'· ' .. ·, - ·., • • ·- - ·•!, ' ..• ·- :/ ·-·· ' . 

campana de fÍujo laml~ar, con tubo~ de pare'ci delgada, guanies y puntas estériles, 

amplificados' a fin de 'evitar una contaminación con aerosoles de los prod~ctos de 
.- . ,. ... - - ... ·--· ' - '-· . - - ' 

la reacciók Ademá~: en 6aci~ ~íl~a;o s~ ~tilizó un C~rlt~ol, íl'~g~tÍvo en ~I que en 

vez de usarADN,'se agreg'abaagua.MilliQ en el mismo V<?lumén.• . 
-•.. -:,.:_•.'-·.- ·-- ·"·. - ·-· 

'<- '(~''.;_-\):;;~~-,.- ·.:~~----

Para comprobar Ja obtención dei uria co~recd'afu~nii2~cf6~ se empleó la técnica 

de electroforesis. (gr, phoresis=trarislaC::i~nfüeXti~~;: d~ agárosa: . Et. término 
. ' -- ' - - - - :- -'. -· --~ .. , ._, .. , - . . - . - . ,. .. 

electroforesis se refiere al transporte de partículas a 'través de Lln solvente o una 

matriz, por el efecto de un campo eléctrico (G~;Z:á1ez~Morán 1996). L~ agarosa es 

un pollmero lineal que se extrae de algas y se adquiere como un polvo blanco que 

es diluido en un buffer con calor. y al permitírsela enfriar forma un gel mediante 

enlaces de hidrógeno. Previamente al enfriamiento se agrega al gel Bromuro de 

Etidio para su posterior análisis con luz UV. Esta matriz contiene poros cuyo 

tamaño depende de la concentración de agarosa referida como porcentaje de 

agarosa en el buffer (w / v). Los geles de agarosa normalmente se preparan en un 

,- . rango de 0.3 a 3% y son empleados habitualmente en sistemas de electroforesis 

sumergidos en buffer. En el gel se fabrican pozos antes de que solidifique, en 

dónde se aplicarán las muestras a analizar, empleando para ello una solución 
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- . ~ __ --_ - - - - - --- - ---

densa, conocida c6mo loading buffer que cuando ~~\mezcla con el ADN, le da a la 

muestra la densklad suficiente par~ cae~ ai'iorido d~I pozo. ~navez ahí, se aplica 

una co~riente ~léctrica que hace~i~;~rel AriN'-~ travésdel gel en una tasa que es 
' . ; ..... --.-·.,.Ji.·.--··· .-

invers~ment~ proporcional al log,d del núme~o de pares de bases, separando así 

las · secueri'cia~ ·d~:: AÓN de acuerdo a su peso molecular. Este método es 

ampliame~t~ Js~~b;:p~;~ separar ácidos nucleicos cuando se encuentran dentro 

de un rang'o de tamaño ~ntre 200 y 20,000 pb. 

El pOrcentaJe de agarosa es la mejor manera de controlar la resolución de la 

eleé:trof~re~i-s,· ya que dependiendo de su concentración serán el tamaño de los 

poros p~r ~Ónde el ADN circulará. Los geles empleados fueron hechos a una 

concentraci~~ ~e 1 % pues los productos amplificados de la PCR se encuentran en 

un rango, el1!re Q.5 y 5 kb, ·~ el buffer usado para preparar los geles y correr las 

Se realizaron varios_ensáyos para determinar las condiciones para la adecuada 

observación d~ los~1~~Íi~~ados y se llegó a un voltaje 'cj9 75 V durante 40 

minutos, ya;~u;/f-u~: ~~';;~;puntó cuandó: más claramente se observaron las 
. . - -- . '. ::-· ' • ~;- : . ', :~--- ,.' ,.: ~ . . ,-_,', - .. -\•:';-· ·,"· .-· .. ,_-.,. . :¡- < . :.•-·. ' 

bandas de 16~ exon~~ 2, 3 y 4 d~, MltA, ~~ Un trállsil~rninador de luz UV (longitud 

de onda de 365 nm), en relación co~· e1.'11larcador de peso molecular de 100 pb. 

Los resultados de las. electroforesis se pueden contemplar en los geles 

representativos en las Figuras 9 a 14. 
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En dichas. im~g~nes ,se. Obs~,'.va~· los productos· de·· 1~ amplifi.~~ióll. del· axón 2, 

cuyo peso esperado es de 499 p~res de bás~s (pb); del exÓn 3 ele 512 pb, y del 
'; . . '; . ' - ~ ' . ' . '. 

axón 4 de 533 pb.-

método, que' permitió la' amplificáción . de los tres 'axones en un total de 20 
·. ·.·· :, ' ·-, 

muestras de ADN. N~hua y:13 de ADN Mixe, cuyos números de registro se 

presentan en la Tnbln s. 

Tnbla s. Muestras de ADN Nahua y Mixe en las que se obtuvo la amplificación 

independiente del los exones 2, 3 y 4 del gene MICA por PCR. 

NAHUAS MIXES 

1 1 

3 2 

8 3 
·' 

9 4 
·. 

13 5 

15 6 . ·· . 

18 9 
: 

:•·· 
19 12 . 

• 

20 16 
. ., . 

23 17 

34 21 
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36 30 

37 48 

38 

.· " ', 

En algunos gele~ s~'obs~rvan algun~s band~s extras de aproximadamente 100 

pb, que en primer'a ln~ta~cia se creyó éran causadas por la mala calidad de el 
,. . . . ,. ,,· -

ADN (exo~~s 2 y 4 d~ Nah~as)sirlembargo también en el blanco se presentaron, 

' por lo que se aduce a Jos. reactivos como la causa de dichas bandas. 

Probablemente sean Jds priniers Jos generadores de las bandas, o quizás el agua 

usada, pues cuando se cambió el "stock" de agua MilllQ, dejaron de presentarse. 

Además, en datos que no se presentan, . en algunas de las muestras sólo se 

consiguió la amplificación de uno o dos de.Jos tres axones, siendo imposible 

amplificar Jos exones restantes, En Ja mayoría de estos casos, el obstáculo fue la 

poca volumen de ADN disponible que' impidió Ja ~oncluslón de todos Jos ensayos, 
<~ •• 

. _sin embargo en ar9UnOS-Ot~o~ paS1b1Srñ~nté· Se:debió a errores metor;1ológicos. 

52 



El hecho de que, a pesar de lo~ repetidos intentos, en algunas muestras no se 

haya conseguido: la ampliflcación d~ algún ~xón en particular, pudiera indicar la 

presencia de un a1e1~~U~voen 1a muestra cuya variación se encuentre en 1a zona 

de unión del primer diseñado para dicho exón, aunque en este punto de desarrollo 

de esta investlg~6ió~ ~ólo es mera especulación que serla resuelta mediante la 
' .. ·;; "· 

:·· ::·. º,:: _ .. _' :-. .t 

secuenciación de MICA en tales muestras. 
,. ·; ¡ >-· -

} ... -,~' 
·, 

Es pertinente·merícionar. que sólo se consideraron las muestras en las que fue 

posible la a~pl;~6~cicJn de los tres axones,. debido a que es una condición 

necesaria para la.fase de hibridación con la~ sondas en la técnica de SSOP. En 
-.- _._.· --->,;.';º, -~-

las muestras Nahuas se amp.lificaron 20 de 5~ disponibles, mientras que con los 

Mixes se amplificaron 13 de 28 . lo : que/ representa . el 37% ;, y el .46% 
·-c·~.--·-_-.,.,_·_!-~;'..-_.·_;.~c-,:·¡·_-:~·-:··.>··· '"---. ; ;:·•."."·, .. :e_,·•,:~-----•·· 

respectivamente de las muestras ·tr~bajadas: Esto'~· causE!~pfirí_ cipalmeiíte de. que - _, - -- --- --·---

muchas de estas muestrastien_ ~rí vario~ años ele almacenacfas y en algünos casos .. ,· .-. ; - ,., 

el ADN se ha evaporado o ~egrad~do:, 

Finalmente, con el fin de dete.rminar si el método de PCR usado es Igualmente útil 

para los dos grupos de muestras y lc:>s tres axones, se procedió a realizar un 

análisis densitométrlco de las banda·s obtenidas en los geles de agarosa. Este es 

un procedimiento semlcuantltatlvo que provee una Idea relativa del éxito de la 

amplificación. Para ello se empleó el software del Gel Doc de Bio-Rad. Los 

resultados obtenidos en. valores de absorbancia se presentan en las Tablas J y 4. 

Estos datos son presentados en gráficas en las cuales es bastante difícil saber si 

existe diferencia o no (Gráfic11s t, 2, J, 4, 6, 7, s y 9). Por tal motivo se les calculó las 
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medias y la desviaciones estándar de manera que fueran más sencillas de 

analizar. 

- - '. -
Así, en la Grúncn s, en dónde se presentan las medias de· 1os amplificados de los 

axones 2,. 3 y .4 de MICA en Nahuas, se observa que las condiciones de PCR 

fueron . obviamente eficientes para los tres . axones, y. no se. percibió alguna 

diferencia ent;~ la amplificación de los axones 2, 3 y 4. 

En este mismo sentido pero con respecto a las· müestras Mixes, en la Gráfica to 

se observa un resultado similar ya que la amplificación fue satisfactoria para los 

tres axones. 

Finalmente, al comparar las amplificaciones entre las dos poblaciones de 
- -.c. -" -, .·.- . -·-- --- _:-_:- ' 

muestras,. se evidencia que en general la técnica se ajustó muy bien tanto en las 

muestras Nahuas y en lasMlx~s.•ya que nos'~ pe~~ib~una gran~iferencfa entre 
- •• •• ;o . .,:~--· - --. -- ,-·.· • - - - -. -• ••• - o .- • - - • --;• -· • --- • ' • • ' -- • ,- ;:' ~ ., 

éstos y en todos IÓs caso~ s~puede de~ir que h~bouna ~delcJad~ amplÍficaciÓn. 
• '}•" • ,, ",,• • .·,. "•, ,-• r '>·, « • •>-• 

El método denslfométrlco empleado sólo sirvió para los fines de esl~ in~~stigación, 
·-

esto es, d.ar una vista preliminar y superficial del éxito de la arnpf
0

ificaciÓ~; y sólo se 

usó debido'. a la relativa facilidad metodológica que representa. Sin embargo es 

claro que.si se requiere conocer de manera más precisa los resultados de una 

amplificación y la cantidad exacta de producto, se debe echar mano a técnicas 

más complejas y precisas. 
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Debido a; buen número de muestras amplificadas de forma satisfactoria, queda 

evidenciada la reproducibUidad de este método de PCR, situación que es 
- . - . ' . . . 

- - : ~ 

fundame.ntal si se: piensa en la técnica como la base de estudios más profundos 

en este gene. 

La amplificación independiente de los exones 2, 3 y. 4 de MICA representa la 

primera .· parte del establecimiento de la técnica de PCR-SSOP que un vez 

concluida, servirá para tipificar de manera rutinaria los alelos de MICA, 

posibilitando así estudiar la relación del polimorfismo de este gene con 

enfermedades infecciosas e inmunológicas. Lo que le confiere utilidad en el 

diagnóstico clínico. 

La investigación de las variedades alélicas .de MICA en grupos étnicos puede 

generar una visión de su relación· con · ciertos ·padecimientos infecciosos e 
' __ ·. _, - ' 

inflamatorios característicos .de ciertos linajes ll~ma,nos.; Esto. ~s muy importante 

ya que este tipo de investigaciones permite ~I desarro116 de, técnicas clínicas de 

tipificación para diagnosticar enfermedad~s, ~ inclusci ~~ el ~~so de MICA pudiera 

utilizarse en el proceso de selección de donantes en transplantes de médula ósea, 

ya que se le ha ~soci~do ~on la enfermedad injerto contra huésped. 

Hasta·· el ·momento se han realizado algunos estudios de este tipo que han 

generado la mayor parte de la información que se tiene de MICA. Sin embargo la 

inmensa mayoría se ha realizado en poblaciones caucásicas y japonesas y no se 

ha reportado un solo estudio en poblaciones latinoamericanas nativas o mestizas. 
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En México se encuentra una vasta pluriculturalidad en sus poblaciones rurales. 

Algunos investigadores de esta variedad estiman que existen alrededor de 56 
'. . -~- .· . ' . : ·. -

grupos étnicos clasificados en función de-sus lenguas quei comprenden el 10% de 

los habitantes rurélles del pafs (Vézquez-Benítez,'2001 ). 

' ~- . . 

Estos grupos poseen un genotipo particufarcon variantes alélicas diferentes las 
. . . 

poblaciones caucásicas que, al momento. del mestizaje ocurrido a la llegada de 

colonizadores europeos, produjeron nuevas variedades presentes en las 

poblaciones mestizas. 

Dos de estos grupos indígenas son las poblaciones Nahua y Mixe provenientes de 

las zonas c~ntro ysureste ~~!país. Históricamente estas region~s han est;do bajo 

un intenso proceso cieimestizaje, ~i_n embar~o hay. territorios donde las 

poblaciones i~dfgell~,~se héln manfeni~~pura~:~ ___ ._-• 
. :·:-:--·.:.-··_.' 

. Estudiar el ~~limorfismo-del gene·~~1¿1;~n ·~ahuas y Mixes puede dilucidar la 

· relación de MICA con enfermedades infecciosas e inflamatorias propias de estas 

dos poblacíones; pero además, al identificar que alelos son originarios de estos 

grupos, ampliando este estudio en poblaciones mestizas mexicanas, se puede 

conocer que nuevas variantes alélicas se han producido por el fenómeno de 

m_estizaje con poblaciones de otras regiones. 
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El empleo d~ estas dos poblaciones en e~Íe esfúdio d~be su importancia al hecho 

de que, gracias a sú localiz~CÍón geográfica, estas comu'n;ci~d~s ~an est~do más 

én contacto c'on las poblaciones e¿ro~¡;as· que llegaron a: M~xic6durante la 
,,·. . .. . . ' ··.c.··.: 

colonización, lo que es más Útil para ~onocerla historia genética ,e i~inunológica 
de las poblaciones mestizas mexicanas. Aunque, definitivamente:.ser.fa muy 

valioso el extender el estudio de las variantes autóctonas de MICA en más 

poblaciones indígenas del país. 
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CONCLUSIONES 

Con el desarrollo de esta investigación se llegó a las siguientes conclusiones: 

0 Las condiciones elegidas de reactivos, temperaturas y tiempos para la PCR 

resultaron se~ las adecuadas para los exones 2, 3 y 4 de MICA tanto en la 

población Nahua corl1o Mixe. 

0 Asimismo, los primers diseñados ·cumplieron satisfactoriamente con su 

función de alineamiento para la amplificación de los exones más 

polimórficos del gene MICA. 

0 La técnica de amplificación Independiente de los exones 2, 3 y 4 de MICA 

es absolutamente reproducible. 

0 Los axones amplificados del gene MICA en Nahuas y Mixes están listos 

para la siguiente etapa del proyecto que es la tipificación por medio de la 

hibridación de los productos con las sondas específicas de oligonucleótldos 

(SSOP). 
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PERSPECTIVAS 

0 Concluir la técnica de PCR-SSOP para tipificar el polimorfismo de MICA en 

las muestras indígenas. 

0 En caso de encontrar nuevos alelos, secuenciarlos para su publicación. 

0 Ampliar la tipificación a• mu.estras mestizas, en un estudio de distribución 

alélica poblacional cie:esté:gene en México, para conocer cuales son las 
·,~- -.;,-, . ~ .. ". -

variantes autócton~s ;i".6u~lei'~e hán adquirido en nuestra población por 
.- ' ...:'··•' -·., -. 

medio del m~stiz~j~'~og·p~Í:il~~ibnes de otras regiones. 
'• -! ',_; ,, .. -. ' 

0 Investigar .. la ·. relación df' los' alelos del gene MICA con diversos 

padecimientos inflamatorios o Infecciosos presentes en poblaciones 

mexicanas. 

0 Determinar la relación de las'· variantes alélicas de MICA en las 
" : .. · ·, .. 

enfermedades inflamatorias.e infecciosas con los diferentes alelos del HLA. 

0 Establecimiento de un diagnóstico clínico de manerarutin~rla mediante 

SSOP. 

0 Estudiar la expresión de MICA mediante RT-PCR cánceres epiteliales como 

el CaCu, de colón, estómago, esófago, etc. 

/.""\ ~ ' .: :r !• 
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Apéndice J. Secuencia del alelo 0004 de MICA y localización de los primers utilizados 
para la amplificación de los exones 2, 3 y 4 . 
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Apéndice II 

Preparación del TBE 0.5X 

TBE 5X 1L 

Tris-HCI 
Ac. Bórico 
EDTA 0.5M pH 8 

54g 
27.5g 
20ml 

Para preparar 200ml de TBE 0.5X se disuelven 20 mi de TBE SX en 180ml de H20 

MilliQ. Finalmente se esteriliza en autoclave. 

Preparación de los geles de agarosa 

Se agregan 03g de Agarosa en 30ml de TBE 0.5X y se disuelven con calor en un 
horno de microondas por 20 seg. Se deja enfriar un poco y se pone a solidificar en 
la cámara de electroforesis con los peines puestos. En 25 min. El gel está listo, 
entonces se sumerge en TBE 0.SX y se agregan las muestras con el búfer de 
carga en Jos pozos. Finalmente se cierra la cámara, se conectan los electrodos a 
Ja fuente de poder y se procede a la electroforesis. 
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