/) 2

, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGIA

Unidad de Investigacion en Diferenciacion Celular y Cancer

Laboratorio de Oncologia

“Ildentificacion por PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa de ADN) de los exones
mas Polimoérficos del gene MICA (MHC
class | chain related gene-A) en dos
o "”:‘:T**;T._Eoblaciones indigenas mexicanas”

S I S

o L O G o
. i E S E N T A:
\*\._g‘.—’-‘ .._\"x

44 pe iOSGSWALDO PARTIDA RODRIGUEZ

v

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JORGE FLAVIO MENDOZA RINCON

ASESORA:
DRA. MARTHA LEGORRETA HERRERA

La Hume ne Eje |
ds& MNueztrs ReHasian MEXICO, D.F. 2002

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



EL PRESENTE" TRABAJO FUE REALIZADO EN  EL
LABORATORIO  DE ONCOLOGIA 'DE LA UNIDAD DE
INVESTIGACION EN DIFERE CIACIO 'CELULAR Y CANCER DE
LA FACULTAD DE ESTUleOS SUPERIORES ZARAGOZA - UNAM,
BAJO LA DIRECCION DE_TDR JORGEV FLAVIO MENDOZA RINCON
Y LA ASESORIA DE LA DRA MARTHA LEGORRETA HERRERA.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

e e o i




AGRADECIMIENTOS

AI Dr. Jorge Flavio Mendoza Rincén por su apoyo y confianza deposrtados
para Ilevar a cabo este proyecto.

'A la: Dra Martha Legorreta Herrera por el préstamo de equipo'y reactlvos
asi como por su a‘hosa asesorra en las técnicas empleadas.

AI Dr Grlberto Vargas Alarcon del laboratorio de Blologfa Molecular delf
Instltuto Nacronal de Cardlologla lgnacio Chavez por la donacnﬁn de Ias )

' muestras c

A todos Io 1ntegrantes del Laboratorio de Oncologla de Ia UIDC y C por lasv ‘
facnlldades otorgadas para la realizacién de las préctrcas SRR

A los sinodales del jurado por su valiosa confribuéjén al trabajvo'.f

Dr. Carlos Bautista

Dr. Edelmiro Santiago Osorio
Dra. Isabel Soto Cruz

Dr. Alberto Monroy

0000

Al Programa de Becas para Tesis de Licenciatura en proyectos de
investigaciéon (PROBETEL) de Fundaciéon UNAM por el apoyé econémico
brindado por un periodo de doce meses.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




DEDICATORIA

A todos -mis prqﬁsores de la carrera de Biologia, por tran.mum‘ sus’

COIlOCI"lIEﬂtOS _‘)’ expenenma

}l to:fos mzs amrgos, por las muc/ias aneafotas agrad'aﬁﬁzs que fiemos

compamdb G

A mi ﬁzrmf G4, en e.mecza[ en memona dé ‘mi a5uelb :Macano Rodriguez

' .‘Martmez

A mimadre y mi fiermano, por su dpp_yp incondicional’y c

A :Mmam, por su canno, apo_yo, ayufa y motwaczon para contmuar el

esfuerzo.

A la FES Zaragoga UNAM, por permitirme oEtener una ed'ucaaon

gratuita de la mds alta calidad,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




INDICE

RESUMEN
INTRODUCCION
ElI MHC
Los genes del MHC de clase |
Los genes MIC
Caracteristicas Moleculares
Polimorfismo de los Genes MIC
Tipos Celulares donde se expresan

Asociacion de MICA con Enfermedades Autoinmunes, Inflamatorias e

Infecciosas

PCR

Fundamentos
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
OBJETIVOS
METODOLOGIA
RESULTADOS
DISCUSION DE RESULTADOS
CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
BIBLIOGRAFIA
APENDICES

TESIS COg
FALLA DE QRIGEN

14
15
15
20
21
22
26
39
58
59
60
66



RESUMEN

Recientemente- se descubrié la familia de genes MIC (Major hlstocompatlblllty
complex class | Chain related genes) cercana al locus HLA-B compuesta por los
genes MIC-A, B, C, D, E, F y G. Sélo MICA y MICB codlt”can para transcrltos de
. ARNm y sus estructuras son muy semejantes entre si. Aunque estos genes sélo
poseen una similitud del 19, 25 y 35% respecuvamente con Ios domlnlos a1 a2y
a3 de las moléculas del MHC clase |, se ha postulado que ‘sus prote[nas se
pliegan de manera semejante a estos. Sin embargo MICA y MICB no se asocian
con p2-microglobulina, ni con linfocitos CD8* y probablem_ente no presenten
péptidos en su superficie. No obstante, se ha demostrado que el producto de
MICA es reconocido por una subpoblacion de células T intestinales por lo que se
cree que puede estar involucrado en la vigilancia inmunoldgica del intestino.
Ademas se ha relacionado a MICA con enfermedades inflamatorias en asociacion
con el HLA-B o con el HLA-C. MICA es un gene altamente polimérfico, 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 caucasicas y japonesas, y hasta el
momento no se ha reportado ninguna investigacion en poblaciones
latinoamericanas. Actuaimente se estdn desarrollando diversas técnicas de
tipificacion del polimorfismo de MICA para dilucidar la relacién de sus variantes
alélicas con determinadas enfermedades y poblaciones, una de ellas es el uso de
sondas de oligonucledtidos (PCR-SSOP) que reconocen las variaciones en los
exones mas polimorficos en los diferentes alelos del gene. Las caracteristicas de
esta técnica la colocan como una buena alternativa para realizar estudios sobre el
gene MICA en poblaciones mexicanas tanto indigenas como mestizas. Este
procedimiento tiene como base la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Por tanto se establecid la técnica de PCR para la amplificacion
independiente de los exones 2, 3, y 4, los mas polimorficos del gene MICA, en
muestras de las poblaciones indigenas mexicanas Nahua y Mixe. Esto se realizé
empleando los primers disefiados para cada exdn a partir de las secuencias de los
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16 alelos descrltos por Bahram y colaboradores en 1996, adecuando’ las
concentracmnes de enzrma y reactlvos y variando los tiempos y temperaturas de
la reaccnon' De esta manera se consiguio la amplificacion de MICA en 20 muestras
de ADN de‘ nd ds |ndlgenas Nahuas y 13 de Mixes. El éxito relativo de la
) eaccuén de PCR fue evaluado semicuantitativamente mediante densitometria de
Ios amphfcados en geles de agarosa. Al comparar la amplificacién entre los tres
" .exones y Ias dos poblacuones de muestras, no se encontraron diferencias que
: mdlcaran que el método usado es mas apropiado para un determinado exén o
'para alguna de las dos poblamones Los resultados de la amplificacion
: representan la primera fase del establecimiento de la técnica de PCR-SSOP, para
el posterior estudio del polimorfismo de MICA en estas dos poblaciones indigenas;
y'pai'a el andlisis de la relacién de las variantes alélicas de este gene con
enfermedades mexicanas y la adquisicion de nuevos alelos de MICA en

~ poblaciones mexicanas por medio del mestizaje.




INTRODUCCION
La tarea del sistema' inmunoldgico es formidable. Dentro de la enorme coleccion
de antigenos encontrados diariamente, debe eliminar los daﬁlnos (externos y

proplos alterados por cancer o infeccion) e ignorar Ios proplos normales. La

respuesta debe ser réplda y especifica. Mas aunr el'snstem Vlnrtnuno‘loglco debe

' ser extremadamente adaptable ya que debe o

autommune,
- EIMHC .

Desde hace varias decadas se sabe que las células del S|stema lnmunoléglco que

. se encargan de reconocer los anﬂgenos son los llnfoc:tos T S|n embargo sélo son

capaces de hacerl cuando los antigenos estan asomados as moléculas del

i complejo mayor de;hlstocompanbmdad (MHC, por sus 5|glas enilnglés), y son i

e permnten al sistema mmunologico detec re as celulas del

cuerpo lnfectadas con antlgenos intracelulares (protefnas de clase I) y las células ’

del snstema nmunoléglco de otras células (protefnas de clase N (Voet y Voet,

1995)




(1Mb), clase III (1 Mb) y Ia clase l (2Mb) Iocahzadas en ese orden del centrémero al

‘ telomero (Yamazakl et al ‘ 999 Lydyard et al 2000)

Los ant[genos de clase | y clase Il estan involucrados en el control genético de las

. respuestas nnmunes al desar go éptudos antigénicos para el receptor ap de

Ias celulas T lo que conforma una mteraccnén importante para contrarrestar

invasiones microbiolég;cas controla, la prohferacién de células -malignas y

determlnar el éxuto de transplantes'(Shnna et al. 1999a). La reglén lll contiene




genes que son componentes del'complenﬂento' (Kiein y-Horejsf, 1997':S‘hiina et al.

1999b).

Los génes del MHC de clase |

- Las moléculas de clase | se expresan en viranImenté cada'célUla nucleada y-

: ‘restnngen el reconocimiento de péptldos antlgenlco por las células T CDB‘

a2y a3), cada uno con




Es de gran-interés que muchas enfermedades, como la enfermedad de Behcet,
- espondllitis anquilosante, la psorlasis vulgaris, la salmonela, la colitis ulcerante, la

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

‘@ 1denl

Figura 1. Estructura tridi ional de la
del MHC de clase 1 donde se observan la cadena
pesada  formada por los dominios al, a2 y a3,
asociada a la B-2 microglobulina (f;m) (Voet y
Voet, 1995).

muchas otras enfermedades infecciosas han sido relacionadas estrechamente con

alelos particulares del HLA clase | (Mizuki et al. 1997, Shiina et al. 1999b).

Los genes MIC

La blsqueda de nuevas secuencias codificadoras en la regién cercana al locus
HLA-B para dilucidar la asociacién entre el HLA-B27 con enfermedades
reumatoides e inflamatorias condujo al descubrimiento de una nueva familia, los
genes MIC (major histocompatibility complex class | chain-related genes, por sus
siglas en inglés), que consisten en siete miembros, MICA (PERB11.1), MICB
(PERB11.2), MICC (PERB11.3), MICD (PERB11.4), MICE (PERB11.5), MICF

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

;G'audierl‘ ot al, 1997b; Shllr’iab et al. 1999a), de los cuales sélo MICA Y MICB
: ‘cv:odlf'l”can para transcritos de ARNm, mientras que MICC, MICD, MICE, MICF y

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

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

En contraste con el amplio conocimiento de los genes clasicos del MHC que han
estado bajo intensa investigacion, poco es lo que se conoce de los genes MIC.
Recientemente se ha publicado su estructura (Figura 2) (Bahram et al. 1994) y han
comenzado las investigaciones en cuanto a la regulacién de su expresion, su
distribucién en los tejidos y su variabilidad alélica (Bahram y Spies, 1996a; Fodil et
al. 1996, Groh et al. 1996).

Figura 2. Estructura tridimensional de la molécula
de MICA.

Caracteristicas moleculares

Los genes MICA y MICB estdn estrechamente relacionados y codifican para
transcritos de 1382 y 2376 pares de bases (pb) respectivamente (Bahram et al.
1994; Fodil ef al. 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 comun de 11722 pb que

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




entre las regtones codlflcadoras'de MICA y MICB se extiende a lo largo de ambos

genes.

i ‘MVI”CYA codifi‘ca un transcrito de 1382 pb y MICB uno de 2376 pb, ambos con una

: regién abierta de lectura (open reading frame) de 1149 pb, que da origen aun

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

més largo debido a su regién 3'UT. Ambos genes compart"

k mayor al 90% en sus regiones codificadoras (Bahram et a/.,~1 994; Bahram y Spies :

1996b).

Los genes MICA y MICB son similares en estructura aunque sI los comparamos
con las moléculas del MHC clase | sélo comparten una slmilitud del 19%. 5% y

5% con respecto a los dominios alfa 1 (a1), alfa 2 (a2) y alfa 3 (a3)

‘ a homologla _




" encuentra su contraparte evolu

lativamente corta.

e Ademés as moléculas: dek MICA y MICB _no se-asocian’ n;la‘B2-mi¢roglobulina

= para u‘ exprestén f|$|olog|ca -en Ia supert”cne a/ 1999) no son

: reconocndas por hnfocnos CDS’ (Bahram et al 1994) sus nlve S de ARNmM no son

8 afectados por mterferén y, que es un mductor clasnco para las moléculas de clase,

""son lndependlentes de Ios transportadores TAP y muy probablemenle no

presenten antigenos (Bahram 2001)

L MICA y MIVCVB’son os miembro més'dwergeme,s de los.geneé humanos del MHC

,;:zexcepcnﬁn més ubicua es el.ratén_en el que: no se ha detectado la presencia dej“

esta famlha de genes nq e se cree que p05|blemente se‘t‘
ue compensa su ausencia (Fodil et al. 1996)
El anéllsis fi logenétlco de ‘MICA glere que este gene divergié de. los demas

genes del MHC clase | despue ‘ de la aparicién de los anfibios, pero antes de Ia

separacién de mamiferos marsupiales y placentarios (Kandil et al. 1995)
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Figura 3 Localizacién de los genes MIC en la regién del MHC clase I del cromosoma 6. Las distancias - '
estdn expresadas en Kb.




Polimorfismo de los genes MIC

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

1996a;, Bahram ef al. 1996b; Fodil et a/ 1999) prmcnplo, medlame

' |dent|f|caron 16 variantes

secuenciacién de Ilneas celulares homomgota'

994 Bahram y

k B MICA y MICB ‘(Stephens et al, 99) 'en casos en los que su determnnacnén

: molecular sea mdnspensable ara’ establecer algun dlagnéstlco debldo ala

- asocnacnon demostrada de estos g nes con el HLA-B o en estudios de

poblaciones en los que la determlnacnon del pollmorﬁsmo ‘de estos genes ha sido
importante para un mejor conocimiento de la evoluclén de las caracteristicas de
esa poblacién .y para estud;os cl!nlcos, entre ‘otros. En este sentido, se ha
desarrollado_.un sistema. para. tipificar a los diferentes alelos del gene MICA
empleando la determlnaclén de las secuencias del gene MICA mediante el‘uso de

sondas de oligonucledtidos especificas (PCR-SSOP, por sus siglaé en inglés), El




,5|stema basado en esta estrateg|a ha demostrado ser bastante conflable y i

reproducnble. ' y. renma de la secuenctacnon dlrecta del ADN el tlempo de -

ndentnﬁcamon se reduce consnderablemente (Mendoza Rlncon et a/ 1999; Fischer

etal. 2000 Zhang et a : 2001)

Tlpos celulares’donde se expresan o

De particular : intérés ‘es Ia demostracuon de que celulas epltellales

gastro.nteshnales expresan estos antlgenos y que dlcha expresnon esté regulada

por la partnctpacnon del promotor de prote!nas de choque termnco que codmca el

gene respectivo conocido como HSP70 (F0d1| et a/ 1996) Rementemente conel
desarrollo de anticuerpos policlonales para M!CA, ‘que es el mas pollmérflco de los

k gehes de esta familia, se ha puesto en évidéhcia la expresion de estos antlgehos |

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

Otro aspecto que llama la atendén es que la expresién de MICA no se registra en
células del I|naje Ilnfohematopoyétlco .aunque si son estimuladas con

- fltohemag|utinma un acuvador de prollferacién se induce su expresion (Zwirner et

al. 1998) Ademés se ha demostrado que la expresién de este gene no se




mducur su expresuon en ||nfoc1tos T CD4‘ y CD8 actwados a prollferar :

Se h‘a derﬁo o ucto de MICA es reconocldo por una subpoblacnén

E L'ydek;‘:élt.fnlas intestinales que expresan el receptor V5l 7/8 (Groh eta 1998), por Io

star involucrado en la v1g|Iancia inm nologlca del )

,puede impllcarla enun posnble circunto de respuesta inmune donde la interaccnén g
: con esta lmportante célu|a efectora contribuya a desempedar alguna funclén en Ia

que esté involucrada la molécula de MICA (Zwirner et al, 1998).

13




|nfecc:osas B

'espondllms anqull sau

’Asocia’cién ;de MICI_-\; qbn "enfermedades autoinmunes, inflamatorias e

v En numerosos est dios se ha asomado a MICA con ciertas enfermedades como la

Ia psonasns el sindrome de Relterls y la enfermedad de

celulares una base importante para supone :

: '%enfermedades dependlendo del alslo expresado. Reclentemente, diversos trabajos
ppne,n?en entredicho la asociacion de los alelos B52 y.B54 con la enfermedad

‘cardiaca de Takayasu, que generalmente se asumen como los componentes

14




proceso blologlco de Ia C

- cromosoma

'prlnclpales de este tlpo de enfermedad (Pellet et al 1997 Mendoza Rincén et al.-

1999)

PCR

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

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

ganador del premlo Nébel de medlcma y fisiologia, es una tecmca que lmlta Ia -

~forma en que la naturaleza Ileva a cabo Ia rephcacnon del ADN ya que Ia mayoria .

o de Ios organlsmos coplan su ADN de manera muy 51m|lar cuando se reahza el

IVISIOI'I celular En este proceso la enznma conomda como

V . pollmerasa de. ADN reallza una copla de todo el ADN presente en cada

'Esta técmca ha sndo adoptada como una herramlenta esencnal en la investigacién

grac:as ‘a que con ella se puede tomar una muestra mlnuscula de material

genético y amphf carlo lo suflciente para ser estudlado

Fundamentos :

: EI ADN normalmente se encuentra com una molecula de dos cadenas en forma

de hélice : donde ambas cadenas son complementarlas La PCR se realiza

"'incubando ADN muestra con Ios prlmers (segmentos cortos sintetizados de ADN

Vde cadena sencilla que corresponden y se ‘unen exactamente a |a porcién de ADN

a sintetizar), desoxinucledtidos trlfosfato (dNTPs, los bloques que constituyen el

15




-ADN), soluciones amortlguaddras'cdn'Ca’y Mg v la enzima polimerasa resistente

‘al calor (Dragoh, 1998).

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

(Figura 4).

Cadena doble
original de ADN

Cadenas sencillas
de ADN

Figura 4. Desnaturalizacién del ADN

La primera parte del proceso es separar las dos cadenas de ADN de la
doble hélice que se utilizaran como moldes para el copiado del ADN.
Fsto se consivue al calentar el vial entre 90-95°C nor 30 segundos.

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

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

que hasta ese momento se encuentra a baja concentracion (Figura §).

Figura 5. Alineacién de los “primers”

Como los printers (oligonucledtidos especial di dos) no pueden unirse a las
cadenas de ADN a temperatura elevada, se necesita enfriar ef vial a 55°C. Asi pueden
alinearse a las partes tinales del ADN. Esto toma aproximad 20 segundo!

- 16
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'El *primer” hibridado servira de cebador para la sintesis de la cadena de ADN, que
se Inicia con los desoxinucledtidos y la polimerasa de ADN obtenida de Thermus
aquaticus (una bacteria que habita en fuentes termales). Esta enzima (llamada
Taq polimerasa) es capaz de extender cebadores a altas temperaturas (72°)
creando de esta forma una nueva cadena complementaria para cada original
(Figura 6). Cuando se completa la sintesis, la mezcla es calentada de nuevo a 95°C

para desnaturalizar los duplex de ADN recién formados.

Figura 6. Copia de las cadenas
del ADN por Ia Taq polimerasa
La parte final de la reaccidn
consiste en hacer una copia
completa de las cadenas de ADN.
Hal 1l et T e i n~.'-‘-‘- Ciai g el

'I'..QI l‘ “l .'- l~ L]

ADN duplicado

Las tres etapas de la reaccién de PCR: la separacién de las cadenas, el
alineamiento de los primers a las cadenas patrén y la sintesis de las nuevas
cadenas, se realiza en apenas dos minutos. Estas tres etapas, también conocidas

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

17
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i —feaccién. la cantidad de ADN se ha duplicado. Este ciclo de desnaturalizacién y
‘ sintesis puede repetirse, doblando asl el numero de copias 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 (sélo unas pocas horas mas tarde) habra cerca de
mil miliones de copias, ocurriendo en cada uno una duplicacién de ADN (2%°)
(Figura 7). Lo que resulta impresionante es que para obtener esa enorme cantidad

de ADN sélo 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 pequefas como puede ser
un cébello. una gota de sangre e incluso una célula. En este sentido, si se esta
= ﬁbuscando 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 investigacion basica y clinica.

Figura 7. Crecimiento exponencial del ADN
El crecimiento exponencial del ADN blanco ocurre debido a que los productos
de cada ciclo se convierten en los patrones para el siguiente ciclo

18
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De hecho Ia PCR es.enla actualidad una’ de las técmcas de blologla molecular :

con mayor utllldad en os Iz or torlos de i vestngacnén "n estudlos de genenca en

- la detecclén y diagnostico’ de kfermedades para’ anallzar ADN prehlstorlco y. en

forensey ara ayudar a hacer ldentlflcacxones en qnvestlgaclones

pollcfacas (Dragon 1 998)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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

Actualmente se estan aplicando técnicas de tipificacion del polimorfismo de MICA
para dilucidar la relacibn de sus variantes alélicas con determinados
padecimientos y poblaciones, tales como la secuenciacién directa, que ha dado
buenos resultados, pero que es dificil de aplicarla para grandes nidmeros de
muestras, o la PCR-SSCP (single-strand conformational polymorphism), que
permite el manejo de un namero de muestras mayor, pero que es complicada de
interpretar.

Una técnica empleada en forma rutinaria para tipificar los alelos de genes del MHC
a partir de ADN es el uso de sondas de oligonucleétidos especificas (PCR-SSOP)
que reconocen las variaciones en los exones mas polimérficos en los diferentes
alelos del gene. Este procedimiento permite el manejo de nimeros grandes de
muestras y es facil de interpretar, por lo que resulta conveniente su uso para la
tipificacion 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 oligonucledtidos especificas para dichas variaciones

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

Objetivo general
. Est'ablkecer' la fase de PCR de la técnica de tipif”caéién . PCR-SSOP
ampllfcando de manera independiente los exones 2, 3 y.4 del gene MICA de

muestras de Ias poblamones indigenas mexmanas Nahua y Mlxe para la

posterlor tlpnfcacién de su pohmorﬂsmo med:ante sondas de ollgonucleéudos

Objetlvos partlculares f k

. Ampluﬂcactén de los exones‘2 3 y 4. de Ias muestra" de Ias poblacnones

mdlgenas mexncanas Nahua y Mlxe
s Usode prlmers es" ec[f co: para ampllt' car lndep

y4 del gene MICA

Analisis del éxito relativo de la amphf cacién ‘de’lo exones 2 '3 y 4 del gene‘
MICA en las dos pablaciones mediante d '
e Almacenamiento de los productos de PCR de Ias poblactones Nahua y Mlxe'

para su eventual tipificacion medlante SSOP
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METODOLOGIA

Material Bioldgico
Esta mvestugacron se llevd a cabo utilizando muestras de ADN de Ios grupos

mdigenas mexncanos Nahua y Mixe obtenidas de las regiones del Estado de' :

Méxnco y del ’ stado de ‘Oaxaca respectivamente, aportadas por el Labo

"Blologla Molecular del lnstnuto Nacional de Cardlologfa IgnaCIo Chévez a cargo

fdel Dr Gllberto Vargas Alarcén. Las reglones de donde son’o ‘ ias' }
= kmuestras son representatlvas de estos grupos étnlcos 'segun datos. del lnstltuto

k»NamonaI Indlgenlsta

7 ! / Diseﬁo de primers
Los prlmers para eI gene MIVCA fueron diseﬁados utlhzando las bases de datos
; EMBL/GenBank, k(Nur‘n.,cyle acceso x92841) don_de se buscaron las secuencias
tanto de los exones corﬁo de los iihtrones disponibles para los genes de |a familia
MIC. Con la informacion obtenida se disefiaron los oligoﬁucleotidos para los
primers, estableciendo su longitud y respectiva iooalizacmn Los primers
empleados comprendieron los exones 2, 3y 4 ya que éstas son Ias regiones mas

polimorficas identificadas hasta el momento en el gene MICA (Mendoza Runcén et

al, 1999) (Apéndice ).
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Amplificacién por PCR
Las amplmcactones mediante la técnica de PCR se realizaron en un termociclador
(PTC-2OO (YRR Research Watertown Massachussets) y se aplicaron condlcrones
vSlmllares de temperaturas y tiempos a las que se emplean para amplificar alelos

de clase l Sm embargo se hicieron los ajustes necesarros para conseguar las

condncuones 6pt1mas para los exones. 2, -3 y 4:de MICA vanando las

concentramones de la enz:ma de los reactwos las temperaturas y los tlempos de

cada ciclo (Flguru 8)

25 pmol de cada prlmer

Enlas ampllf‘cacnones ln ¢ s'se utlllzaron , pg de AD

0.2 mM dNTPs ‘16 mM.(NHa)zSO4, ‘1 mM: MgCIz y 101 Taq polimerasa de ADN

(Blohne UK) en 25 ul por reaccnén, completando este volumen con agua Ml“IQ

- 'Para Iba procédimiantos aer PCR se thil‘izVaron micropipetas de 10,:20.y 190;4,
Vekxclbu’sivas para PCR, tubos de 1.5ml (Eppendorf, Westbury NY) para iafrrrefzﬂcl’,a o
maestra, tubos de 0.2 ml de pared delgada (Eppendorf, Westbury NY)”y:, pd’htas'
para pipetas de 200, 50 y 20ul (TreffLab, Degersheim Switzerland).y El’matrerial

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 electroforesjs horizontql v’en'
una ca’méra de electroforesis Horizon 58 (GibcoBRL, Westbury NY) en'giélles’;d'e ‘
agarosa (GibcoBRL, Grand Island NY) al 1% en amortiguador TBE 0.5 xli,i’pé'm}ice

), tenldos con 1ul de Bromuro de Etidio (GibcoBRL, Westbury NY) y~"

postenormente se analizaron en un Gel Doc (Bio-Rad) para venﬁcar
hub:ese Ilevado a cabo una amplificacién adecuada. El tamano de los productos
es de 499 pares -de bases (pb), 512 pb y 533 pb para los exones 2,3y 4

resp'ectivamente (Mendoza-Rincén et al. 1999).

Andlisis densitométrico.
El andlisis densitométrico fue llevado a cabo en los amplificados de los geles de
agarosa empleando el software de andlisis densitométrico del Gel Doc (Bio-Rad)
que expresa el valor de la amplificacion de los exones. como absorbancia o
densidad optica (D. O.) facilitando asi un analisis semiéuantitativo dél éxito relativo
de la reaccién al comparar los resultados ’entrevlés dos ppblaciones y los tres

exones.
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NH4 Primers
H,0 buffer dNTPs MgCl2 5

Toa Mezcla
maestra

t.- 90-95°C por 30s
2.- 55°C por 20s
3.-72°C por 30s

Electroforesis

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

Diseiio de primers

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

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

Tabla 1. Secuencia, orientacién, longitud y localizacion de los primers -usados para las

amplificaciones por PCR de MICA.

. Primer Orientacion Longitud Ubicacién Localizacién* Secuencia

MICAS’Ex2 sentido 24 Intrén 1 6826-6849 $*.TCTTGTCCCTTTGCCCATATGCAT-3
MICA3’Ex2 antisentido 24 Intrén 2 7324-7301 $*.CCCCCATTCCTCACCCCCAGCCTGY
MICAS’Ex3 sentido 24 Intron2  7378-7401 5*.TGGGGOAGGGCCAGGGAGGCGTAC-Y
MICA3’Ex3 antisentido 24 Intrén 3 7889-7866 5*-CGATGTGCCAACAGGAAATGCCTT-3
MICASEx4 sentido 24 Intrén 3 8227-8250 5'-CAGACTTGCAGATCAGGGATCCCA3*
MICA3’Ex4 antisentido 24 Intrén 4 8759-8732 5'-CAATGACTCTOAAGCACCAGCACT-3

*La localizacién 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, 512 y 533 pb para
los exones 2, 3 y 4 respectivamente,
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Amplificacion por PCR
-Se establecieron  las condiciones adecuadas de amplificacion pdr PCR de los

‘exones 273 9':‘4 del ngerneV MICA utilizando las muestras de ADN de Nahuas 'y

- 'Mlxes Después ’ ribs ensayos de amplificacion, se llegé a las siguientes

. .condncuones de temperaturas y tlempos

D ‘ Tnb!n 2_. Condnqun_es de PCR'para los ¢xones 2,‘5 y4 de MICA.

ien geles de ag ro

Tcﬁlpcfﬂtﬁr"n °C . Tiempo
1 (dcsnatumhznclén) ‘ : 95 4 min.
2 (dcsnnturnhzacuon) o 95 30s
3 (nlmcamlento) - k 65 ‘ 50s
4 (duphcqclon) B 72 30s
' 5 - o feéetir pasos 2 -4, 32 veces
6 (extension) o 8 min.

R ARNE 15 1 hr.

Estas condlctones permmeron la ampllflcac:én mdependiente de Ios tres exones
B més pohmérflcos de MICA en 20 de Ias 54 muestras dnsponlbles de ADN Nahua:
A, 3 8 9 13 15 18, 19 20 23 34 36 37 38 39 40, 41 43, 44y46 En las

e Flguras 9, 10 y 1se pueden observar los productos de algunas de estas muestras

Y en Ias siguiente 13 de las 28 muestras de ADN Mixe:

1,23, 4, 5, _s, 9, 12,“.‘16, 17,21, 30'y 48 (Figuras 12, 13 y 14),
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m() 24 7 8 910131518

pb . R Figura 9. Amplificacién del exén 2
= de MICA de ADN Nahua.
- : Gel de agarosa al 1% representativo
- donde fueron separadas mediante
~ electroforesis horizontal las
- muestras amplificadas del exén 2.
500 - ke . 499 pb  Las bandas de 100 pb se deben a
-488 - - w d contaminacién en los reactivos.
200 )
100 @ -
e
pb
Figura 10, Amplificacién del et
exén 3 de MICA de ADN B
Nahua.
Gel de agarosa al 1% donde se 500 [
representan  algunas  de  las 400
E muestras amplificadas separadas ggg
mediante electroforesis horizontal 100
E del exén 3.
G- 3

m () t 3 5 6 8 9 13 1518 19

algunas de las  muestras
amplificadas del ex6n 4.

pb Figura 11, Amplificacién del
ex6n 4 de MICA de ADN g
Nahua.
" Gel de agarosa al 1% doénde
w fueron separadas mediante
i electroforesis horizontal

so0 i )

wo B » - vTooee 533 pb e
300 . by - »

200 . c b
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nb
w O Figura 12. Amplificacién del exén 2
de MICA de ADN Mixe.
Gel de agarosa al 1% en donde se
presentan los amplificados del exén 2
de MICA separados  mediante
electroforesis horizontal.
L g
TR
v
499 pb
500 -
400
300
200
100
m () 7 9 10 4 5 6
pb
¥ Figurn 13. Amplificacién del exén -
% 3 de MICA de ADN Mixe,
: Gel de agarosa al 1% donde fueron
:: separados mediante electroforesis -
3 horizontal los productos de la
£ amplificacién del exén 3.
8 ——
i3 512 pb
E y 500 - -
400
300 -
200
100
13 14 16 17 20 21
Figura 14. Amplificacion del §
pb S LR N extn 4de MICA de ADN Mixe. A
: Gel de agarosa al 1% 5
. . representativo  dénde  fueron |}
veog ¥ separados mediante electroforesis
horizontal las productos de PCR
- del exén 4, é
A
500 Eadl sl . 4 o f 533
400 : ch
300
200
100
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Anilisis densitométrico

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal en agarosa al 1%,
se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador de luz UV.
La imagen se digitalizd utilizando una camara de video acoplada al aparato
analizador de geles Gel Doc (Bio-Rad) y por medio del software del aparato se
evalud la densidad optica de cada banda, obteniéndose los valores de
absorbancia por cada exén en los pacientes Nahuas (Tabla 3).

NAHUAS

Tabta 3. Densidades opticas de las amplificaciones de los exones de MICA en Nahuas.

h NAHUAS | Exén2 [ Ex6n3 |  Exé6n4

1! n1 [Tos70 | 0515 | 0.456

;! n3 [ o592 | 0582 | 0.369
7 "m8 | 0333 | o657 | 0247

‘] n9 | 0395 | 0529 | 0.425

i n13 [ Tos47 | 0435 | 0538

" n15 | oaes [ 0282 [ 0452

il n18 | 0472 | 0415 [ 0544 '
] n19 [o0741 | o428 | 0.467

4] n20 | "o0163 | 0612 |  0.403
[ n23 [ 0392 [ 0732 [ 0466
i n3a [ o187 [ 08531 | 0.316

i n36 [T 0287 [ 0459 | = 0429

4 na7 [TTos92" | o1es | 0.567
| has ([ To2as [ odel [ 0876

3 n39 [ o374 [ 0405 | 0579

i n40 o829 [ 0394 | 0.874

i a1 [ 0293 [ 0506 [ 0941
i n43 [ o002 [ 0575 | 0.874

H na4 [ o3as | 0457 | 0.526 ‘
i nas [ “o1s0 [ o452 | 0246
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Las densidades 6pticas de los pacientes Nahuas fueron agrupados en exén 2

(Grifica 1), exon 3 (Grafica 2) y exén 4 (Grifica 3).

Grifica 1. Amplificacion del exén 2 ¢en Nahuas

aﬁa

n n3 n8 nd n13 n15 n18 n19 n20 n23 n34 nl6 n37 n38 n39 n40 nd41 n43 n44 n46
Muestras de ADN Nahua

0.9

—3
2

Absorbaacis

Griifica 2. Amplificacion del exén 3 en Nahuas

° ? y B R N - g 3
nt n3 n8 nB n1d n15 n18 n19 n20 n23 n34 n36 n3I7 n38 n39 n40 N41 N43 nN44 N46
Muestras de ADN Nahua
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Grifica 3. Amplificacion del exén 4 en Nahuas

o N

-

n1 n3 nB n8 n13 n15 n18 n19 n20 n23 n34 n36 n37 n38 N3O N40 nd1 nN43 n44 n46

Muestras de ADN Nahun

En la Grafica 4 se representan |os valores de absorbancia de los tres exones en

cada paciente Nahua.

Grafica 4. Comparacién de la amplificaciéon de los exones mas
polimérficos del gene MICA en NAHUAS

Muestras ADN Nahua

et o
,Mn‘ﬁ ‘."‘
L 4 e
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QExdnZ
BExon3
DExend

32




Para.una'meJOrfcomprens‘lén ‘de” la“diferencia de la amplificacién en los tres

exones, se hizo el calculo de las media y las desviacién estandar (Gréfica 5).

" Gréfiea 5. Amplificacién media de MICA en Nahuas

Absorbancia

Exén 2 Exon 3 Exénd

En los datos de absorbancia de esta Gltima grafica se puede observar que al
comparar los resultados de la amplificacién de los exones 2, 3y 4 en las muestras
Nahua, no se percibe una diferencia en el éxito de la reaccién. Lo que indica que
el procedimiento y los pnmers empleados fueron eﬂcientes para ampllfcar

independientemente los tres exones
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MIXES
De igual manera para los pacientes Mixes se obtuvieron los valores de las
densidades 6ptica de las amplificaciones (Tabla 4).

Estos datos se representan por cada exén en las Graficas 6,7y 8.

MIXES . Exo6n2 . Ex6n3 l Exén re
m1 0.069 L 0364’" T 0.198
m2 i 0.264 | 0645 | "“""6'.56‘0‘"
" m3 ' 0.414 | 0096 | 0655
i 0.585 ! 0.662 ! 0.260
! 0.153 [ 0.424 [ 0471
T 0.441 | 0.384 [ 0701
Sl e1se ] ooss | o3z
[ o332 [ 0.224 [ o388
a 0.187 I 0475 | o208
1777 o83 | o418 ] 0345
i 0204 | 0.448° { 0.294
! '0.404 | ' 0.447 ' 0573
{7 o2 [ 0405 0 0.162

Tabla 4. Densidades 6pticas de las amplificaciones de los exones de MICA en Mixes.

Grafica 6. Amplificacién del exén 2 en Mixes

Absorbascia

mi1 m2 m3 m4 m5 meé m9 m12 m18 m17 m21 m30 ma48

Muestrus de ADN Mixe
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Absorbancia

Absorbancia

Grifica 7. Amplificacién del exén 3 en Mixes

m1 m2 m3 md4 m5 m6 m¢9 mI12 m18 m17 m21 m30 m4s
Muesiras de ADN Mixe

Grifica 8. Amplificacién del exén 4 en Mixes

mg mi12 m16 m17 m21 m30 m48

m6
Muestras de ADN Mixe




Absorbancia

Grafica 9. Comparacidn de la amplificacién del gene MICA en MIXES

xén 3 GExn 4 |

m1 m2 m3 m4 m5 me m9 mi12 m16 m17 m21 m30 m4s
Muestras ADN Mixe

Los datos de los tres exones de MICA en las muestras Mixes se agrupan en la

Gréfica 9

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

Mlxes se calcularon la medla y las desviaciones estandar para poder comparar el

grado de ampliﬂcaclén entre sus tres exones (Grifica 10).
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En el caso de la amplificacion de las muestras Mixes, de nuevo la técnica fue
satisfactoria para los tres exones y no se presenté alguna diferencia que pudiera
indicar que en este grupo de muestras el procedimiento de PCR tuviera que ser

modificado para mejorar la amplificacién de un determinado exén.

Grifica 10. Amplificacién media de MICA en Mixes

0.8 T
05 1= T
,g 04 X I 0.457
Lol 0,488
§ 03 = 1
foar— |
0.1
Ex6n 2 Ex6n 3 Exo6n 4

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

dos poblaciones indigenas.

En la Grafica 11 se puede constatar que en general la técnica no presenté una
diferencia observable entre la amplificacién de las muestras Nahuas y las Mixes.
Ademads, al comparar la amplificacién entre los tres exones de las dos
poblaciones, se puede decir que el método es eficiente para amplificar de manera
,;_irndgpqndlente los exones 2, 3y 4, lo que permite contar con las muestras para la

. fase de hibridacién del SSOP,
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Estos resultados indican que Ias‘corjdlciones 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 exén o una poblacion

en particular.

Gréafilca 11. Comparacién de la amplificacion de
los tres exones de MICA en Nahuas y Mixes

Exon2 Exén3
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DISCUSION DE RESULTADOS

Enlos ultimos afios ha habido un interés creciente en los recientemente
descubiertos genes de la familia MIC. Este interés ha sido alimentado por el

descubrimienio del polimorfismo del gene MICA, su relacién coyhj‘el‘.lk-ylL:A-'By,SUS' i

técnica conoclda como

nica de tipificacion més

polymorphlsm), ha sido estableclda como una

convemente pero tlene la desventaja de q la fdrmaéién de multiples

conformaciones de ADN de cadena sencilla pue e di cuyltva"i' la'fnterpretacién de los

patrones de bandeo (Mendoza Rlncén et al 1999)

Una alternativa :es-:la :téénlca llamada PCR-SSOP - (PCR-sequence-specific

ollgonucleotidé probe). Esta es una técnica rutinaria.que ha sido usada para
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.~ La Reaccion en Cadena de Ia Pohmerasa de ADN (PCR) es: ampllamente usada

en biologia molecular y en Ia mvestlgacnén de enfe medades genéticas para

identificar nuevos genes (White: 1997). Esta téqnica es répida, no muy costosa,
facil de realizar, pero donde destaca la importancia de Ia'tecnologla de la PCR es
en que es Unica en su habilidad para localizar y amplificar exponencialmente un
gene o una secuencia especifica entre una gran cantidad de ADN, que por su
interés clinico o de investigacion sea importante amplificar para su analisis

molecular, genético, inmunse, patoldgico u otro.
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seleccu‘)n de los prlmers esta: mfluencnada por varios factores (Eeles y: Stamps

1993 Whlte 1993, o) y Prlmrose 1994 White 1997):

. Prlmero los pnmers deben ser complementarlos a fragmentos que estén un

poco alejados de Ia secuenma a ampllr car de tal manera que comiencen la

ampllf cacion un poco antes pa contar on la secuencna completa

= Segundo, obviamente 'cada'pr,i‘mer debe tener una secuencia tnica para

prevenir una alineaciéon con una secuencia de ADN no especifica.

" Tercéro, débeﬁ ser de una longitud de entre 15 a 30 nucleétidos para

asegurar la especificidad.
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= Cuarto, debe haber una total falta de’ complementanedad lnter-ollgo ‘si

existe alguna’ complementarledad entre Ios pnmers se promoveré Ia

formacuon de dImeros pamcularmente si ocurre cerca de Ios extremos 3.

. Qumto es necesana una falta de complementarledad interna, pues si hay

reglones complementanas dentro del prlmer muy probablemente se

produzcan problemas durante la PCR debudo a la formacion de una

estructura secundarla Io que |mplde la adecuada alineacion.

favdebcuada.‘ :

La concentraciéh’:“d"ef"ibé,p')’i'\ini"é”rs)'i"ecdmendadé para usar es de entre 20 y 100
pmol (Old y,P‘rimrds'ef‘19v94) aunque es preferible usar sélo 20 pmol debido a que

no diSmInuyé la calidad de la reaccién y se ahorran reactivos (Eeles y Stamps

42




1993) Esta sntuacmnkfue comprobada ya que Ia canndad qu se e‘_ :

; mvestngac;on fue d 25 pmol c e cada prlmer por reaccnén obtenlendose con ella

buenos resuitados

L Los pnmers usados permlten amphfncar Ios exones para Ios que fueron creados,

" debxdo a que estan disefiados de manera especlflca para Ias secuencnas al inicio y
el f nal de los exones. La secuencias del gene ond se almean Ios pnmers no
presentan variaciones en los dlferentes alelos de MICA hasta ahora descritos.
Ademas a pesar de que el gene MICA' es muy pollmérﬁco las variaciones
presentes en el gene son puntuales, de manera que la probabllldad de que exista
una de ellas en la zona de allneamén de los primers es muy baja, lo que permite la

: amphflcaclén de todos, o de la gran mayorfa de los alelos de MICA.

El amplificar de manera independiente los exones mas polimdrficos de MICA tiene

la finalidad de obtener de manera separada las secuencias de estos exones para
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Enla reacclén d"efFj’C'R' la pririvcipal‘prbt‘agonia_t{a esla polimerasa de ADN. Existen
: varios iipbs'de‘polimerasas que se puedevn USar.‘(‘OIdk‘y' Primrose 1994), pero la

que tlene ‘el uso mas extendldo es la Taq pollmerasa Ia'cual es producida

mdustrlalmente en la bacterla E co‘ ransfectada con el gene de la Taqg

' pohmerasa Esta enz:ma es una protefna de’ 94 kDa con una actlvidad de"

o polnmenzacnén 5'-3' que es mas ef ciente e u rango de temperatu4 de 70-80°C :

permmo el ahorro de enzlma para poder Ilevar a cabo un numero mayor de’

reacciones.

Esta enznma requnere del ién magnesao como cofactor para catalizar Ia reacctén a

B 72°C EI cloruro de magneslo aporta entonces ste n eal clén, sin embargo,

»muchos componentes de Ia reaccién pueden asoclarse al ion - magnesio,

. incluyendo a Ios primers. la propia secuencia a amplmcar, Ios productos de PCR y
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idlflcultar Ia des :

‘Bioline UK.

Debldo ala reIacton que el gene MICA guarda con los genes del MHC de clase |,

se decldlé iniciar con un protocolo de PCR simllar al que se utiliza para este grupo

" de genes (ver metodologfa) Después de al nas modlﬁcaciones experimentales,

principalmente enfocadas a consegunr el ahorro, de reactivos sin menguar la

calidad de la reaccién, se llegé a Ias con ¢ raclones 6ptimas de los siguientes

reactivos: 1ug de ADN, 25 pmol de cada prlmer, 0.2 mM de dNTPs, 16mM de
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’ conducnones fueron las adecuadas para Ios objetlvos planteado‘

Los:tres pasos de la PCR son iniclados . por cambios  de temp:e'ratura.;‘ Las
“temperaturas elegidas para cada paso son cruciales para la espéciﬁcidad y
eficiencia de la reaccion, asimismo el tiempo destinado a cada paso_ es

determinante.

En un inicio, la mezcla de reaccién debe. ser calentada lo suflmente para

desnaturalizar ias cadenas dobles de ADN. La Taq po!lmerasa como cualquler

- se lleve a cabo de manera satisf ctor!

: 'Stamps 1993) Sin embargo‘ es muy recomendable un: paso Iargo inicial de

e desnaturaluzacnén para reducnr Ia actnvndad de Ia pollmerasa antes del comienzo. El

proceso de desnaturallzaclén adecuado al que se llegé en nuestro procedimiento

: ifue de una temperatura Inicnal de 95°C durante 4 minutos, seguido de un segundo

'paso de 30 segundos a la' misma temperatura.
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ser ajustada dep dlendo os:pr ers empleados. Existen programas de

vcomputo que permlten determlnar la temperatura adecuada dependiendo de estos

factores (Whlte 1997) De nueva c nta el tlempo de este paso debe ser ajustado

experlmentalmente sin embargo generalmente se emplean de 30 segundos a 2

minutos (Eeles y Stamps 19 3) P a Ios prlmers disefiados para los tres exones

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

segundos.

El tercer paso de Ia reaccnén es Ia polnmenzacuon ° amplnfucacnén La Taq
pohmerasa posee una temperatura 6puma de operacnén de 72°C con una

Capacndad promedlo de |ncorporar unos. 150 nucleotldos por segundo (Innls et al.

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

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

desnaturallza el complejo ADNc-primer, lo que permite continuar con la técnlca S

'(Eélés y Stamps 1993). La duracién de esta etapa normalmente sé ehcuentra

i "entr‘e 30ksegundos y 1.5 minutos, 'y se incrementa con la longitud de la secuencia

a amplificar (Eeles y Stamps 1993; Oid y Primrose 1994). En nuestro caso 30
,Segundos fuéron'suficléntes para el tercer paso debido al tamafio de las

secuencias de los exones.
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: es, desnaturalgzacnon. ahneamlento y dupllcaclén.

Es necesario mencionar que al termlnar todo los ciclos” és altamente :

recomendable darle a la mezcla un tiempo consnderable de extensnén a 72°C para

,que la enzxma se encargue de termlnar de pol!merlzar Ios ampllf cados (Eeles y »
Stamps 1993 Old y Primrose 1994). Por lo que al térmlno de los 33 ciclos se

aplico un paso ' de ex_tenslén de 8 minutos a 72°C.

jDe este modo después de experimentos iniclales para determinar las

concentraciones 'y temperaturas de amplificacion Optimas, finalmente se llegé a

las condiclones que aparecen en la Tabla 2.
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o . de electroforesus (gr phores:s-translacmn)

Es convenlente aclarar ue las reac ones ‘de PCR se realizaron en un amblente

la eratura

‘agua MilliQ ‘en'e! mismo volumen

vez de usar ADN se agreg

Péré comprobar' la oblehcién de una’correcta amplificacion se empled la técnica

. electroforesns se refiere al transporte de partf las'a aVés dé' un SOIVéhte o una

matrlz, por el efecto de un campo electnco (Gonzélez-Moran 1996) La agarosa es

“aun polimero lineal que se extrae de algas y se adqulere como un polvo blanco que

- es diluido en un buffer con calor Yy aI permltlrsele enfriar forma un gel medlante

,enlaces de hidrégeno. Prevnamente al enfriamiento se agrega al gel Bromuro de
" Etidio | para su’ posterior. anélisis con luz UV. Esta matriz contiene poros cuyo
_'ta"rnéﬁo depe'nde"decla 6onééntraci6n de agarosa referida como porcentaje de

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

- ;V_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

© donde se aplicaran las muestras a analizar, empleando para ello una solucién
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e R T

'bandas de |os exones 2 y 4 e M A en un t'ansu uminador de luz UV (longitud

- de onda de 365 nm), en relacblén'con el rnarcador de peso molecular de 100 pb.

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

representativos en las Figuras 9a 14,20
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muestras. de 'ADN : ‘cuyos ‘numeros de - registro se
presentan en la Tabla 5. -
Tabla 5.  Muestras ‘de 'ADN Nahua y Mixe en. las que se obtuvo la amplificacién

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

NAHUAS MIXES

1 1

3

13

15

18

19

20

23 17

34 21
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36 30

— @

“En algunos geles se observan algunas bandas extras de aproxlmadamente 100

pb que en prlmera | : se reyé eran causadas por Ia mala calidad de el

*j"'ADN (exones 2 y de Nahuas) ,sm" embargo tambien en el blanco se presentaron,

v;por Io que se aduce a Ios reactivos como Ia causa de dlchas bandas.

: Probablemente sean os pnmers los generadores de las bandas o quizas el agua

. " usada, pues cuando se cambzé el stock" de agua MllIiQ, dejaron de presentarse.

Ademas, en datos  que no se presentan en'algunas de las muestras sélo se

"conS|gun5 la ampllf icacién de uno o dos de os tres exones, siendo imposible

" amplificar los exones restantes En la mayorla o estos casos, el obstdculo fue la

.- poca volumen de ADN dlsponlble que |mp|d|6 la conp!uslén de todos los ensayos,

““sin embargo eﬁ'al'gi;néé 'btr‘dvs'ﬁb iblem ;ntfé_"s”ejd’ebié‘ 'a‘,e?rrdra's met_bdolégicos. :
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El hecho de que a pesar de los repetldos |ntentos en algunas muestras no se

haya consegmdo a‘am cacnon de algun exon en partlcular pudiera indicar la

presenma de un alelo nuevo e la muestra cuya variacién se encuentre en la zona

de unlon del primer diser o para‘ dicho exén, aunque en este punto de desarrollo

tigacion sélo es mera especulacion que serfa resuelta mediante la

secuenciacion de ICA'en tales muestras.

Es pertmente encionar. que sélo se conS|deraron las muestras en las que fue

posnble la~amp| icaci e los tres«exones debldo a que es una condlcnon

necesana para la fase de hlbrldamén con las sondas enla técnlca de SSOP En :

el ADN se ha evaporado o degradado

Fmalmente con el f n de determmar si el método de PCR usado es igualmente atil

para Ios dos grupos de muestras y os tres exones. se procedid a realizar un

anéll5|s densttométrlco de Ias bandas obtemdas en los geles de agarosa. Este es
un procedlmlento semicuantitatlvo que provee una idea relativa del éxito de la
: - amplificacién. . Para ell_o se; empleé el software del Gel Doc de Bio-Rad. Los
resultados obtenidds en,vélores de absorbancia se presentan en las Tablas 3 y 4.
Estos datos,sqn pr:esen‘tado's en gréficas en las cuales es bastante dificil saber si

existe diferencia o no (Grificas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9). Por tal motivo se les calculd las
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medias y la desviaciones estandar,de “manefa qu'e",fueran mas “sencillas de

analizar.

As[ en Ia eril"cu s en dénde se presentan Ias medlas de los ampluf cados de los

exones 2, 3 y 4. de MICA en Nahuas se observa que Ias condlClones de PCR

fueron obvnamente eficientes para Ios tres exones "y no se percmlé alguna

: dlferenmajentre Ia amplmcacuon de los exones 2 3 y 4

: En este mlsmo senndo pero con respecto a as n uestras Mlxes en la Grifica 10
:se observa un resultado S|m|Iar ya que Ia amphﬂcac:on fue satlsfactona para los

,tresexones O R

,Fmalmente al comparar Ias amphr cacnones entre Ias dos poblaclones de

esto es dar una vista prel:minar y superficial del éxito de Ia amphﬁcacién, y sélo se

usé dabldo ‘la relatlva facilidad metodoiégica que representa. Sin embargo es

" claro que si se requiere conocer de manera mas precisa los resultados de una
o armplif{gagiéh y la cantidad exacta de producto, se debe echar mano a técnicas

mas complejas y precisas.
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Debndo al buen numero de mueslras amphflcadas de forma satlsfactorla queda

evndencnada Ia reprod met ydo d PCR snuacmn que os

fundamental sI se plensa en la técnlca como la base de e"vtudlos mas' profundos -

en este gene.

La amphflcaclén mdependlente de los exones 2 3 y 4 de MICA representa la -
vpnmera parte del’ establemmlento de la tecnica de PCR-SSOP que un vez
conclutda serwra para tipificar de manera rutlnarla los alelos de MICA,
posnbllltando asi estudiar la relacion del pollmorflsmo de este gene con
‘enfermedades infecciosas e inmunolc’zgicas.;_ Lo que le confiere utilidad en el

diagnésﬁcd clinico.

La investvig'aCi‘éh de Ias va'ri'eda’des: alélicas’ de MICA en grupos étniéos puede .

generar una vnsu.‘m de su. relacton con cxertos padeclmlentos mfeccnosos e

‘|nflamatonos caracterfstlcos de clertos llnajes humano :Esto es muy importante
g ya que este tlpo de xnvestngacnones permite esarrollo de técnicas cllmcas de

tnplflcauén para dlagnosticar enfermedades ein luso en el caso de MICA pudiera

‘ ‘utmzarse en el proceso de seleccién de donantes en transplantes de médula 6sea,

X ya que se Ie ha asocladdcon la enfermedad injerto contra huésped.

»‘Hasta"fal ‘momento se han realizado algunos estudios de este tipo que han

i grernar,ada!ay mayor parte de la informacién que se tiene de MICA. Sin embargo la

. inmensa mayoria se ha realizado en poblaciones caucasicas 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 plunculturalldad en sus poblacnones rurales.

Algunos |nvestlgadores de esta varledad estlman que exlsten alrededor de . 56

grupos étnlcos clasn”cados en funcnén de sus Ienguas que comprenden el 10% de-

los habltames rurales d ! pals (Vézquez-

Estos grupos poseen un’ genotlpo pamcular con varlantes aléhcas dlferentes las
poblamones caucasncas que al momento del mestizaje ocurrido a Ia Ilegada de P
: colonlzadores europeos prodUJeron nuevas ' variedades presentes en las

: poblacuones mestizas.

Dos de estos grupos indlgenas son las poblaciones Nahua y Mixe provementes de

51 las zonas centro ‘ surest e a[s Hlstorlcamente estas regl nes b an stado bajo

mtenso :proceso; . de’ mestizaje m”embargo ;hayrterrltonos donde las

relaclén de MICA con‘ enfermedades lnfeccuosas e |nf|amatonas propias de estas

e rdos poblaclones. pero ademés, aI |dent|F icar que ‘alelos son originarios de estos

~ grupos,’ ampllando,este estudio en poblaciones mestizas mexicanas, se puede
conocer que nuevas variantes alélicas se han producido por el fenémeno de

e m;eﬁstizaje con poblaciones de otras regiones. .
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El empleo de estas dos poblaclones en este estudlo debe su lmportancla‘ al hecho

- de que graclas a su Iocahzacnén geogréf ca festas comumdades han estado més

“en contacto con Ias poblacxones el opeas que IIegaron

colomzacnon Io que es més utll para conocer la hlstorla geneuca e |n unologlca

de Ias poblamones mestuzas mexwanas Aunque defmltlvamente’ eria muy

valloso el extender el estudlo de Ias varlanles autéctonas de'MlCA en ‘mas

poblacmnes indigenas del pais.
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CONCLUSIONES

Con el desarrolio de esta investigacion se llegé a las siguientes conclusiones:

@ Las éondicion‘es élegidas de reactivos, temperaturas y tiempos para la PCR
resultaron ser las adecuadas para los exones 2, 3y 4 de MICA tanto en la

pﬁblaéiéﬁ Na_hya como Mixe. "

® Asimismo, los- primers diseﬁados'cumpliéron satisfactoriamente con su
funcién de alineamiento . para - la -amplificacion de los exones mas

polimoérficos del gene MICA.

© La técnica de amplificaciéon independiente de los exones 2, 3 y 4 de MICA

es absolutamente reproducible.

© Los exones ampliﬁcados fdel "gehe MICA en Nahuas y Mixes estan listos
para la siguiente etapa de! proyecto que es la tipificacion por medio de la
hibridacion de los productos con las sondas especificas de oligonucledtidos

(SSOP).
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PERSPECTIVAS

Concluir la técnica de PCR-SSOP para tipificar el polimorfismo de MICA en
las muestras indigenas.
En caso de encontrar nuevos alelos, secuenciarlos para su publicacion.

Ampliar la tlpmcamén a muestras mestlzas en un estudio de distribucién

alehca poblacional .ge F en Méxuco. para conocer cuales son las

vananles autéctonas

uales'se han adquirido en nuestra poblacién por

medio del me_ 2aje co es de otras regiones.

Investnrg_ar la relaclén ‘deilos: qlélqs del gene MICA con diversos

) padecinjientos lnflkamatorlyos ‘0. Infecciosos presentes en poblacikones'

mexicanas.

Determinar  la relaciéh ‘de"

enfermedades mflamatonas e |nfecciosas con Ios dlferentes alelos del HLA

Establecimiento de un duagnostlco clinico de mane
SSOP. el , T
Estudiar la expresién de MICA mediante RT-PCR canceres epiteliales como

el CaCu, de colén, estémago, eséfago, etc.
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Apéndice 1. Secuencia del alclo 0004 de MICA y localizacién de los primers utilizados
para la amplificacién de los exones 2,3 y 4.

R Dbl A i T TATE TS
TR

al =Exén 2
02 =Exén 3
a3 = Exén 4
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Apéndice 11

Preparacion del TBE 0.5X

TBE 56X 1L

Tris-HCI 54g
Ac. Bérico 27.5g

EDTAO.SMpH 8 . 20ml

Para preparar 200m| de TBE 0.5X se disuéiveh 20 ml de TBE 5X en 180ml de H,0
MilliQ. Finalmente se esteriliza en autoclave.

Preparacidn 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 camara de electroforesis con los peines puestos. En 25 min. El gel esta listo,
entonces se sumerge en TBE 0.5X y se agregan las muestras con el bufer de
carga en los pozos. Finalmente se cierra la camara, se conectan los electrodos a
la fuente de poder y se procede a la electroforesis.
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