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ABREVIATURAS DE USO FRECUENTE 

CyS' Carbocianina -5 

DNA Acido desoxirribonucleico 

FLR Referencia marcada con fluorocromo (Fluorescent labelled 

reference) 

HLA Antígenos leucocitarios humanos (human leukocyte antigen) 

MHC Complejo principal de histocompatibilidad (majar 

hístocompatíbílíty complex. ) . 

PCR 

RSCA 

Reacción en cadena de la polimerasa (polimerase chain 

reaction) 

Análisis conformacional de referencia de cadena sencilla 

(reference strand comformation análisis) . 



RESUMEN 

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria que tiene la habi lidad de 

colonizar el tracto gástrico de mas del 50% de la población mundial. Alrededor 

del 20% de los infectados desarrollarán una enfermedad gastro-duodenal , y de 

éstos aproximadamente el 1 % presentará el cáncer gástrico. La infección por 

H. pylori es adquirida principalmente durante la niñez, pero la enfermedad se 

manifestará en la edad adulta. En los países en vías de desarrollo la 

seroprevalencia infantil llega a ser hasta el 80% mientras que en los países 

desarrollados es del 10%. En México la seroprevalencia infantil es de 50% y en 

la edad adulta llega a ser del 80% . En nuestro país existen zonas de bajo 

(Estado de México), medio (D.F.) y alto (Chiapas) riesgo. Los factores del 

huésped y ambientales también participan en las interacciones de la bacteria y 

del huésped. Aunque pocos estudios se han centrado al sistema HLA se ha 

llegado ha reportar una asociación con el alelo DQBl * 0401 y la gastritis 

atrófica en la población japonesa, DQBl * 0301 y DQBl * 0501 se han 

relacionado con el cáncer gástrico en la población caucásica y mexicana 

respectivamente . Para anal izar la posible existencia de un alelo o haplotipo que 

se relacione en forma positiva o negativa al desarrollo de enfermedades 

causadas por H. pylori se estudiaron 30 familias nahuas (N = 108) 

provenientes de Milpa Alta, D.F. (67% de seropositividad a H. pylori) . El exón 2 

de los loci HLA-DQAl y HLA-DQBl fueron analizados por la ténica de RSCA 

(Reference Strand mediated Conformation Analysis). 

Como era de esperarse los resultados mostraron que el 90% de la población 

presentó alelos amerindios, DQAl * 030101/0302/0303 (39%), 

DQAl * 0401/0402 (26.6%) , DQAl * 050101/02/0503/0505 (26%), 

DQBl * 030101 (29 .5%), DQBl * 0302 (28 .1%) y DQBl * 0402 (32 .2%) . Aunque 

no hubo significancia estadística se pudo observar una mayor frecuencia de los 

alelos DQAl * 0401/0402, DQAl * 050101/02/0503/0505, y OQBl * 0402, 

mientras que DQAl * 030101/0302/0303 y DQBl * 0302 fueron menos 

frecuentes en individuos positivos a la infección . 

Los haplotipos DQAl * 030101/0302/0303-DQAl * 050101/02/0503/0505, 

DQAl * 0401/0402-DQAl * 050101/02/0503/0505, DQBl * 030101 -DQBl * 0402 y 

DQAl * 050101/02/0503/0505-DQBl * 030101 fueron significativos aunque esta 



significancia se perdió cuando la p fue corregida, conservándose en el 

haplotipo DQA1 * 050101/02/0503/0505-DQBl * 030101 (pc=0.02) 

Estos resultados podrían sugerir la participación de los genes HLA en la 

infección por H. pylori. 
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INTRODUCCIÓN 

Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) 

La base de la inmunidad adaptativa es el reconocimiento por parte de 

receptores de células T (TCR) de antígenos extraños presentados por 

moléculas del MHC de clase I y de clase II. En mamíferos los genes que 

codifican molécu las MHC clase I y clase II son notables por su polimorfismo, 

así como por su enlace dentro de una región cromosoma! llamada complejo 

principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés, majar histocompatibility 

complex) (Parham, 1999). Este ha permanecido a través de la evolución y se 

denomina en el humano sistema de antígenos leucocitarios humanos (HLA, del 

inglés, human leucocyte antigen), debido a que su descubrimiento se inició en 

la superficie de los leucocitos (Roitt et al., 2000). 

La interacción más importante de la célula T es la del TCR. Las células T 

convencionales expresan TCR's a~ , los cuales se unen a antígenos procesados 

y presentados en moléculas HLA (van der Merwe y Davis, 2003) . 

El sistema HLA es la región de genes más densa del genoma humano 

secuenciado hasta ahora, con 1556 alelos descritos hasta julio 31 del 2002 

(Tabla 1) (Marsh et al., 2002) . Este polimorfismo extremo es mantenido por la 

extensa batalla hacia la supremacía entre nuestro sistema inmune y los 

patógenos infecciosos (Aguado et al., 1999). 

Tabla 1. Número de alelos con nombres oficiales en cada locus hasta julio del 

2002 (Marsh et al., 2002). 

Locus 

HLA-A 
HLA-B 
HLA-C 
HLA-E 
HLA-F 
HLA-G 
HLA-DRA 
HLA-DRBl 
HLA-DRB2 
HLA-DRB3 
HLA-DRB4 

Número de alelos 

250 
490 
119 

6 
1 

15 
3 

315 
1 

38 
12 
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HLA-DRBS 15 
HLA-DRB6 3 
HLA-DRB7 2 
HLA-DRB8 1 
HLA-DRB9 1 
HLA-DQAl 22 
HLA-DQBl 53 
HLA-DPAl 20 
HLA-DPBl 99 
HLA-DOA 8 
HLA-DOB 8 
HLA-DMA 4 
HLA-DMB 6 
TAPl 6 
TAP2 4 
MICA 54 

Localización del sistema HLA 

Las moléculas HLA son producidas por un grupo de genes extendidos en el 

brazo corto del cromosoma 6 humano, en la banda 6p21.3 y abarca 

aproximadamente 4 Mb (4,000 kb) (Rhodes y Trowsdale, 1999). 

La región HLA esta dividida convencionalmente en tres regiones, región II 

(lMb), región III (lMb) y región I (2Mb), localizadas en ese orden de 

centrómero a telómero (Figura 1) (Shiina et al., 1999, Lydyard et al., 2000). 

Recientemente un número de genes involucrados en la inflamación han sido 

identificados en la región central del HLA, en el extremo telomérico de la 

región III y en el extremo centromérico de la región I. Este grupo de genes 

(Hsp70, SKI2W, AIF-1, 1C7, B144, IkBL, BATl, TNF, LTA y LTB) pueden 

participar en varios aspectos de stress, inflamación e infección. Sugiriéndose 

que la función de estos genes es lo suficientemente clara para ser designada 

como la región HLA clase IV (Gruen y Weissman, 1997). 

Cada una de las regiones es altamente compleja y polimórfica. Dos de las tres 

regiones, región I y II, corresponden a genes HLA (Nussbaum et al., 2001). 

4 



HLAclassll 
region lcx:i ._ 

!e 
~ 

HLA cfass 111 
region loci 

HLA class I 
region loci 

~ 

"' ... 
o 

~ ~ ~ ~ 

~~~~"' =< "'"" ~s:r;5g 00 

;;; -:;: - N M 

"'"' "' ~ e o "' a; a: 
o o Cl o o "' 

<;'. ~...:.. 

s s s 
::r :.c. .z 

Figura 1. Localización y organización del complejo HLA en el cromosoma 6 

humano (Tomado de Klein y Sato, 2000). 

Genes 

Muchos de los loci que codifican a las moléculas MHC son los más polimórficos 

que se conocen en vertebrados superiores; es decir, en una especie existen un 

número extraordinariamente grande de alelos (formas alternativas de un 

mismo gen) en cada locus (Alberts et al., 1996). 

Los genes HLA clase I, codifican antígenos que son parte integral de la 

membrana citoplasmática de las células nucleadas (Nussbaum et al., 2001) . 

También codifican a los antígenos HLA solubles clase I (sHLA-I) detectados en 

suero, en sudor, en líquido amniótico, en flu ido linfático, en orina, en 

articulaciones, en plaquetas y en fluido cerebroespinal, así como en individuos 

con padecimientos renales crónicos (Aultman et al., 1999; Kedzierska y 
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Turowski, 2001). La detección de moléculas HLA solubles (sHLA) se debe al 

desarrollo de ensayos precisos de ELISA, además, los estudios bioquímicos han 

revelado que las moléculas sHLA son secretadas activamente por períodos 

prolongados. Esto significa que las sHLA circulan en diferentes formas con 

pesos moleculares variables (Baker, 2000). Los genes HLA clase I se pueden 

clasificar en genes clásicos (HLA-A, B y Cw) y genes no clásicos (HLA-E,-F,-G y 

-H). Los genes clásicos codifican a las moléculas que participan en transplante 

(Geragthy et al., 1992). HLA-E constituye el ligando preferencial del 

heterodímero NKG2A (NKG2C)/CD94 de la célula NK (Lopez-Botet et al., 1999; 

Urosevic et al., 2002). HLA-F contiene un grupo de genes que codifican a los 

receptores del segmento 7-transmembrana de la familia de receptores 

olfatorios (Fan et al., 1995; Gruen y Weissman, 1997). Mientras que HLA-G 

puede tener una función específica en la interfase materno-fetal (Shiina et al., 

1999b) y un estudio reciente identificó una mutación en el gen C282Y 

localizado en HLA-H que es un excelente marcador para hemocromatosis 

hereditaria (HH) un desorden autosomal recesivo común en el metabolismo del 

hierro, que provoca la acumulación de este en hígado, páncreas y corazón 

(Parkkila et al., 1997; Annichino-Bizzacchi et al., 2000). 

Los genes que codifican las cadenas pesadas de HLA clase I tienen una 

estructura característica en los diferentes dominios de la proteína que son 

codificados por exones separados. El péptido líder es codificado por el exón 1, 

los tres dominios extracelulares (a1, a2 y a3) son codificados por los exones 2, 

3 y 4, respectivamente, la región transmembranal es codificada por el exón 5, 

la cola citoplasmática por los exones 6 y 7, y la región 3' intranscrita por el 

exón 8 (Figura 2). En total los genes de los exones de la cadena pesada clase 

I consisten de 1089-1101 nucleótidos (Marsh et al., 2000). 

Dominio a.1 a.2 a.3 TM 

Exón 1 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 2. Organización exón-intrón de las moléculas HLA clase I 
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Los loci HLA clase II están localizados en las subregiones HLA-DP, DR y DQ, 

que contienen por lo menos un par de genes funcionales para la síntesis de las 

cadenas a y ~ de los antígenos de histocompatibilidad clase II . Los genes de la 

región II han sido denominados DPa l y DP~ l , DQa l y DQ~ l, DRa l y DR~ l 

(Nussbaum et al., 2001). Además de codificar antígenos en la superficie 

celular, también codifican antígenos HLA solubles clase II (sHLA-II) que 

constituyen normalmente al suero, presentándose también en orina de sujetos 

normales y con problemas renales crónicos (Aultman et al., 1999). Las 

moléculas HLA clase II son también heterodímeros, expresados 

primordialmente por linfocitos B, macrófagos, células dendríticas y células 

epiteliales de duetos mamarios, túbulos renales y tracto digestivo (Moreno, 

1996) . 

La organización exón - intrón de los genes clase II es similar a la de los genes 

de clase I, en la que los exones codifican por separado a los dominios de la 

proteína. Los genes de la cadena a y la ~ tienen una estructura parecida en la 

cual el exón 1 codifica al péptido líder y los exones 2 y 3 codifican los dos 

dominios extracelulares. En la cadena ~ el gen del exón 4 codifica el dominio 

transmembrana y el exón 5 codifica la cola citoplasmática . Por contraste, en la 

cadena a el gen del exón 4 codifica tanto la región transmembranal como la 

citoplasmática (Figura 3) (Marsh et al., 2000). 

La región clase III es conocida por genes que codifican componentes del 

complemento : factor B (BF), C4 y C2, los cuales codifican subunidades 

proteicas para las convertasas C3 y es que son esenciales en la activación del 

complemento, ruta de la respuesta inmune humoral (Yung et al., 2000). 

Dominio L a l a. 2 TM/CT 3 'UT 

Cadena a. 

Exón 1 2 3 4 5 

Dominio L ~1 ~ 2 TM CT 3'UT 

Cadena~ 

Exón 1 2 3 4 5 6 

Figura 3 . Organización exón -intrón de las moléculas HLA clase II . 
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Estructura 

La estructura de las moléculas HLA de clase I está compuesta de una cadena 

pesada glucosilada ( 45 kdal) asociada de forma no covalente a la ~r 

microglobulina (12 kdal), un polipéptido no polimórfico, el cual es codificado 

por un gen fuera de la región del MHC, (en el cromosoma 15), que se puede 

encontrar también en forma libre en el suero (Marsh et al., 2000). 

Las cadenas pesadas de clase I están compuestas por tres dominios 

extracelulares (a1, a2 y a3 ) una región transmembranal y una cola 

citoplasmática. El extremo amino terminal lo forma el dominio a l y el extremo 

carboxilo es formado por la cola citoplasmática. Cada uno de los tres dominios 

extracelulares contiene no más de 90 aminoácidos, y estos dominios pueden 

ser separados de la superficie celular mediante la enzima proteolítica papaína . 

Los dominios a2 y a3 contienen enlaces disulfurointracatenarios, que generan 

unos bucles de 63 y 86 aminoácidos, respectivamente . El dominio a3 es 

homólogo con los dominios Fe de las inmunoglobulinas. El grado de 

glucosilación de la parte extracelular de la cadena pesada de clase I depende 

de la especie y del alelo . La región transmembranal es predominantemente 

hidrófoba, está compuesta por 25 aminoácidos y atraviesa la bicapa lipídica, 

adoptando probablemente una configuración de hélice a . El dominio 

citoplasmático es de naturaleza hidrófila, consta de 30-40 aminoácidos (Figura 

4) (Roitt et al., 2000) . El polimorfismo de las moléculas clase I es casi 

exclusivo de los dominios a l y a 2 (Moreno, 1996). 
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Figura 4 . Diferentes modelos estructurales de la molécula HLA de clase I. A 
gráfica computarizada, B diagrama de ribbons, e diagrama de ribbon vista 
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Figura S. Diferentes modelos estructurales de las moléculas HLA clase II. A 
gráfica computarizada, B diagrama de ribbon, C vista superior en diagrama de 
ribbons de dominios al y IH y D estructura simplificada (Tomado de Janeway et 
al., 1999) . 
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Todas las moléculas de clase II están compuestas por dos cadenas 

polipeptídicas unidas de forma no covalente. La cadena a (32 a 34 kD) es 

ligeramente más grande que la cadena p (29 a 32 kD) debido a una mayor 

glucosilación. Tanto la cadena a como la cadena p tienen dos dominios 

extracelulares, al, a2, Pl y p2 con sus respectivos extremos aminoterminal y 

carboxilo terminal intracelular (Figura 5); las dos son codificadas por 

diferentes genes y ambas son polimórficas, excepto la cadena a de HLA-DR 

(Abbas et al., 2001) . 

Función 

Los antígenos de clase I y clase II están involucrados en el control genético de 

la respuesta inmune adaptativa al desarrollar oligopéptidos antigénicos para el 

receptor ap de las células T; lo que conforma una interacción importante para 

contrarrestar invasiones microbiológicas, controlar la proliferación de células 

malignas y determinar el éxito de transplantes (Shiina et al., 1999). 

Las células T están restringidas por su propio MHC; reconocen y responden a 

un péptido antigénico presentado por una célula presentadora de antígeno 

(APC) solo si dicha APC expresa una molécula MHC que la célula T reconoce 

como propia (Abbas et al., 2001), de lo cual surge el concepto de que el 

reconocimiento de lo propio es parte esencial de la respuesta inmune mediada 

por los linfocito$ T (Moreno, 1996). 

Los péptidos antigénicos se unen, ya sea, a las moléculas HLA clase I o HLA 

clase II y los presentan a los linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente. A las 

moléculas clase I se les unen péptidos que derivan de proteínas del citosol, 

mientras que a las moléculas clase II se les unen péptidos derivados de 

proteínas de los compartimientos del endosoma y lisosoma, aunque ambas 

moléculas pueden presentar péptidos antigénicos intra (Figura 6) o extra 

celulares (Figura 7). Así, la localización de un antígeno dentro de la célula 

dicta el tipo de respuesta inmune que se iniciará. El HLA clase I dirige la 

respuesta de la célula T CD8+ enfocada a virus y tumores. En contraste, la 

molécula HLA clase II conduce la respuesta a células T CD4+ enfocada a 

patógenos que residen en compartimiento endosomal/lisosomal o en el medio 

extracelular (Van, 2001) . 

11 
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Figura 6. Representación esquemática de la ruta por la que los antígenos 
intracelulares son procesados y presentados por las moléculas HLA clase I 
(tomado de Marsh et al., 2000). 
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Figura 7 . Esquema que muestra la ruta por la cual los antígenos 
extracelulares son procesados y presentados por las moléculas HLA clase II 
(tomado de Marsh et al. , 2000). 
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Nomenclatura 

Por el constante incremento del número de genes y alelos reconocidos dentro 

del sistema HLA, su nomenclatura está continuamente en revisión. De acuerdo 

a la nomenclatura genética internacional, se denomina primero al locus 

seguido por un número que reconoce al alelo. Para la proteína que se define 

por serología o por técnicas celulares, sólo se indica el locus y un número (i.e. 

HLA-DQ4). En el caso del gen que se demuestra por técnicas moleculares se 

denomina la letra del locus y un asterisco, seguido de éste, los primeros dos 

números indican la designación serológica del alelo y los siguientes señalan su 

subtipo molecular (i.e. HLA-DQB1 *0402) (Radillo, 1999). 

Enfermedades asociadas con HLA 

Se dice que una enfermedad esta relacionada al MHC o HLA si uno o 

más alelos incrementan o decrementan significativamente cuando un grupo o 

subgrupo de pacientes es comparado con un grupo control relevante. Existe de 

esta forma, uno o más genes dentro de la región del MHC que contribuyen a la 

susceptibilidad genética (Dawkins et al., 1999). 

Es preciso subrayar la importancia biomédica, de que el HLA se asocia con 

diversas enfermedades dentro de las regiones del genoma humano, incluyendo 

la mayoría de las enfermedades de tipo autoinmune (Aguado et al., 1999), las 

cuales afectan al 4% de la población mundial. La diabetes mellitus Insulino­

dependiente (IDDM) se asocia con DR3/DR4, la mayoría de las espóndilo 

artropatías ( espondilitis anquilosante, tiroiditis de Hashimoto, síndrome de 

Reiter y lupus eritematoso sistémico (SLE)) se asocian con 827, la esclerosis 

múltiple (MS) con DR2, y la artritis reumatoide con DR4 (Tabla 2) (Rodees y 

Trowsdale, 1999., Lydyard et al., 2000). 

Dos tipos de métodos se emplean para buscar asociación entre un marcador o 

una característica genética; en este caso antígenos del sistema HLA y 

susceptibilidad a enfermedad: 

El primero de ellos es la tipificación de alelos HLA en una serie de enfermos no 

relacionados entre sí y se comparan sus frecuencias con las observadas en un 

grupo de individuos sanos. 
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El segundo es el estudio intrafamiliar, obteniendo fenotipos y haplotipos de 

sujetos sanos y enfermos, y valorando si los miembros afectados poseen los 

mismos haplotipos HLA con frecuencia mayor de la esperada (Nungaray y 

Granados, 1994). 

Enfermedad Antígeno 

Espondilitis anquilosante 
Diabetes mellitus insulina-dependiente 
Síndrome de Goodpasture 
Psoriasis vulgaris 
Uveítis aguda anterior 
Lupus eritematoso sistémico 
Esclerosis múltiple 
Enfermedad de Graves 
Artritis reumatoide 
Miastenia qravis 

Tabla 2. Enfermedades asociadas con HLA 

B27 
DR3, DR4 
DR2 
DR4 
B27 
DR3 
DR2 
DR3 
DR4 
DR3 

Riesgo relativo 

87 
25 
16 
14 
10 

6 
5 
4 
4 
3 

El riesgo relativo (RR) es la medición de una fuerte asociación . Esta es definida como 
hK/Hk, donde h es la frecuencia de pacientes con el antígeno, k es la frecuencia de 
pacientes sin el antígeno, H es la frecuencia de controles saludables con el antígeno y 
K es la frecuencia de controles sin el antígeno (tomado de Marsh et al., 2000). 

Un panorama común de la asociación HLA-enfermedad autoinmune es que el 

desarrollo de la enfermedad envuelve una predisposición genética, resultado 

de una combinación de factores en HLA y otros genes. De igual forma entre los 

individuos que tienen esta predisposición genética, sólo una reducida parte de 

ellos desarrollará la enfermedad. En quienes lo hagan, la enfermedad 

desencadena la respuesta inmune a la infección durante la cual una o pocas 

clonas de la célula T escapan de la tolerancia y llegan a reactivarse contra sus 

propios péptidos. Las células T atacan a células presentadoras de sus propios 

péptidos causando inflamación y destrucción celular. Esto incrementa el 

procesamiento y presentación de proteínas propias las cuales extienden la 

respuesta inmune e incrementan la inflamación y la destrucción del tejido. Así, 

la respuesta positiva lleva a una inflamación descontrolada en el tejido blanco 

y perjudica su función fisiológica (Marsh et al., 2000). 
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Helicobacter py/ori 

Características 

Helicobacter py/ori (H. pylon), es un patógeno que infecta el antro gástrico de 

la mitad de la población mundial, se piensa que es el principal causante de 

patologías gastroduodenales · agudas y crónicas (Parsonnet et al., 1991; 

Marsall, 1994). Existen otras cepas de Helicobacter que infectan el intestino 

humano como: Helicobacter canadensis, Helicobacter pullorum, Helicobacter 

fennelliae, Helicobacter cinaedi, Helicobacter sp.Mainz y He/icobacter 

sp.Flexispira. Helicobacter westmeadii es aislado de sangre de pacientes con 

SIDA pero de origen desconocido (Versalovic y Fox, 2001). 

H. pylori (conocido antes como Campylobacter pylori y Campylobacter 

pyloridis) es un bacilo Gram-negativo pequeño (3x0.5~1m}, ondulado o en 

forma de coma (Sleisenger y Fordtran, 1997). Vive debajo de la capa mucosa 

que cubre el epitelio gástrico (Parsonnet, 1999). nene múltiples flagelos en un 

polo, es microaeroñlico, crece idealmente en una atmósfera de oxígeno 

reducido (alrededor de 5%), y es una fuente importante, quizás exclusiva, de 

ureasa gástrica (Figura 8). La cual cataliza la hidrólisis de urea en amoníaco y 

dióxido de carbono incrementando el pH localmente, lo cual le permite 

colonizar la mucosa gástrica (Peek y Blaser, 1999). 

Figura 8 . Helicobacter py/ori 
Bacteria ondulada con sus 
múltiples flagelos en un polo lo 
cual le permite nadar a través de 
la capa de moco para establecer 
contacto con el epitelio gástrico. 
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Virulencia 

En varios patógenos, las regiones que codifican bloques de genes de virulencia 

son designadas islas de patogenicidad ; las cuales se componen de secuencias 

largas de DNA (de 10 a > 200 kpb) (Stein et al., 2001). La mayoría de los 

aislados clínicos de H. pylori poseen la isla de patogenicidad cag (cag PAi), cag 

por sus siglas en ingles cytotoxin associated gene ya que fue la primera 

proteína identificada en la isla ; por lo tanto CagA es considerada como un 

marcador de patogenicidad para la presencia de esta isla de aproximadamente 

35 Kpb (Censini et al., 1996). CagA es frecuentemente coexpresada con la 

citotoxina vacuolada, VacA (Crabtree et al., 1995; Tummuru et al., 1994; 

Xiang et al., 1995) . Recientemente, un nuevo gen ha sido descubierto dentro 

de la isla, designado iceA (inducido por el contacto con el epitelio). Existen 2 

principales variantes alélicas del gen, iceAl y iceA2 (Peek et al., 1998). La 

expresión de iceAl es sobreregulada al contacto entre H. pylori y las células 

del epitelio humano y esta, posiblemente, asociada con la enfermedad úlcera 

péptica (van Doorn et al., 2001). Así con más de 30 genes esta isla codifica 

proteínas que presentan funciones importantes en la virulencia de H. pylori, la 

virulencia de las cepas de H. pylori se puede dividir en tipo I (virulencia alta) y 

tipo 11 (virulencia menor) de acuerdo a la presencia o ausencia de la isla de 

patogenicidad (Covacci y Rappuoli, 1998). Hay una fuerte asociación 

epidemiológica entre la presencia de cagA y el genotipo vacA. La función de 

CagA es desconocida pero la infección con cepas cagA+ (las que contienen 

esta isla de patogenicidad) es asociada con un incremento en el riesgo de 

desarrollar gastritis atrófica y cáncer gástrico (Blaser et al., 1995; Kuipers et 

al., 1995). CagA produce más daño en células epiteliales, induce la secreción 

de citocinas proinflamatorias como la interleucina-8, por lo que presenta una 

infiltración de neutrofilos y células mononucleares más intensa en la mucosa 

gástrica (Figura 9) (Blaser, 1999). Las islas de patogenicidad se caracterizan 

frecuentemente por su inestabilidad. Al parecer la adquisición de estas islas de 

patogenicidad suministra a ciertos microorganismos ventaja selectiva contra 

sus parientes comensales y les permite colonizar nuevos y menores sitios de 

manera eficiente (Stein et al., 2001). 
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Figura 9 .Rutas de la inducción de Helicobacter py/ori de qu1m1ocmas mucosas 
envueltas en la estimulación bacteria! directa de citocinas tales como IL-8 y GRO-a 
y activación de macrófagos. La liberación de citocinas proinflamatorias tales como 
IL- l a/ 13 y TNF-a de macrófagos activados incrementara citocinas C-X-C en el 
epitelio gástrico (tomado de Crabtree, 2001) . 

Infección 

La infección con H. pylori, particularmente cuando proviene de la cepa cagA 

positiva, puede ser considerada como factor de riesgo para el adenocarcinoma 

gástrico (Rugge et al., 1999). 

La mayoría de las bacterias entéricas son transmitidas en asociación con 

comida y agua, frecuentemente de persona a persona y es particularmente 

transmitida por saliva o vomito . Los principales vehículos de infección para 

algunas especies particulares de bacterias son ocasionalmente diferentes en 

distintos ambientes geográficos. El agua es el vehículo más común en países 

en vías de desarrollo (Feldman, 2001). La transmisión es probablemente vía 

fecal-oral y/o oral -oral (Peek y Blazer, 1999). La adquisición de H. pylori 

durante la niñez se da de manera consistente, por la trasmisión de persona a 
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persona entre padres e hijos (Mo et al., 1998) . Otro factor de riesgo a la 

infección es el bajo nivel socio-económico y/o un bajo nivel de educación que 

incrementan el predominio de infección por H. pylori (Malaty et al., 1996). 

Esta bacteria coloniza el estómago por años o décadas, no por días o semanas 

como es usualmente el caso de bacterias patógenas (Peek y Blazer, 1999). 

La mayoría de los pacientes infectados con H. pylori son incapaces de liberarse 

del patógeno, sugiriendo que H. pylori puede de algún modo evitar la 

respuesta inmune del hospedero (Mol inari et al., 1998). 

Enfermedad 

H. pylori fue detectada por patólogos alemanes observando bajo microscopio 

tejido gástrico humano (Blaser, 1992 y Cover et al., 2001), pero no fue sino 

hasta un siglo después, en 1982 que los médicos australianos Robín Warren y 

Barry Marshall identificaron al bacilo curvo, adyacente al epitelio gástrico de 

pacientes con gastritis crónica. Desde entonces se ha establecido un fuerte 

lazo entre H. pylori y las enfermedades gastroduodenales (gastritis crónica, 

ulcera gástrica y duodenal, adenocarcinoma gástrico; y linfoma no-Hodgkin del 

estómago) (Peek y Blaser, 1999). En 1994, la Agencia Internacional para la 

Investigación en Cáncer (IARC) designa a H. pylori como un carcinógeno 

humano (Falk et al., 2001). 

La consecuencia histopatológica más obvia de la colonización de la mucosa 

gástrica por H. pylori es la adquisición de un tejido linfoide asociado a la 

mucosa (MAL T) el cual es acompañado por la acumulación de leucocitos 

polimorfonucleares. El desarrollo de tal actividad crónica induce gastritis que es 

la plataforma común de varios resultados clínicos por infección de H. pylori en 

diferentes sujetos (Faller y Kirchner, 2001) . 

Casi el 80% de los individuos infectados por H. pylori desarrolla gastritis 

asintomática, esto es probablemente por varios factores de virulencia tales 

como la producción de citotocinas y la presencia de CagA y VacA (Tabla 3). 

Aunque la bacteria no invada el epitelio gástrico, la infección entra en una 

intensa infiltración pleomórfica con citocinas, expresión que perpetua la 

inflamación. H. pylori también induce células inflamatorias para producir 

metabolitos de oxígeno reactivo que pueden dañar el DNA y promover la 
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carcinogénesis. Los productos bacteriológicos en combinación con las citocinas 

incrementan los niveles de gastrina (Scheiman y Cutler, 1999). En el mundo, 

la mayoría de los individuos con gastritis asociada con H. pylori son 

asintomáticos y tienen una mucosa gástrica de aspecto normal cuando se le 

observa por endoscopia (Sleisenger y Fordtran, 1997). 

Constituyente 

Ureasa 

Flagelos 

HspB 

HspA 

BabA2 

HpaA 

Porinas 

Hp-NAP 

Superoxido dismutasa 

Cata lasa 

Isla de patogenicidad cag 

VacA 

Antígenos de Lewis LPS 

Función 

Resistencia al ácido 

Movilidad 

Chaperona 

Chaperona, unión niquelada 

Adhesina 

Adhesina 

Transporte, proinflamatorio 

Adhesina de Neutrofilo, bacterioferritin, 

Unión a DNA 

Decrementa daño oxidativo 

Decrementa daño oxidativo 

Inducción de citocinas en células 

epiteliales 

Alteraciones en la función de células 

epiteliales, permeabilidad en monocapa 

y procesamiento de antigenos 

Mimetismo molecular. 

Tabla 3. Constituyentes potencialmente importantes de H. pylori para la 
colonización inicial o la persistencia de la infección (tomado de Cover et al., 
2001) . 

A nivel del huésped, se han realizado algunos estudios de asociación entre 

alelos del sistema HLA y cáncer gástrico distal asociado a infección crónica con 

H. pylori en poblaciones japonesas y caucásicas (Azuma et al., 1998; 

Karhukorpi et al., 1999 y Lee et al., 1996). En Japón el alelo DQA1 *0102 es 

menos frecuente en pacientes con gastritis atrófica cuando se les compara con 

pacientes de gastritis superficial y con testigos H. pylori negativo. En esta 

misma población la frecuencia del haplotipo DRB1 *1501-DQAl *0102-

DQBl *0602 confiere protección a la infección causada por H. pylori (Azuma et 

al., 1998; Kunstmann et al., 2002). Sin embargo, en la población caucásica no 
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se encontró asociación alguna con DQAl (Karhukorpi et al., 1999), aunque 

algún estudio aislado reportó elevación de DQBl * 0301 en pacientes con cáncer 

gástrico (Lee et al., 1996). 

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

La familia náhuatl o nahua es la familia más sureña del tronco lingüístico 

yutonahua. Esta es la familia de lenguas indígenas con más hablantes en el 

México de hoy, más de un millón y medio de hablantes. El nombre "náhuatl" 

proviene de una raíz nahua (nawa) que significa 'sonido claro' u 'orden' .El 

tronco yutonahua esta compuesto por cinco familias : corachol, náhuatl, 

pimana y taracahita (http://www.sil.org/mexico/nahuatl). 

ANTECEDENTES 

El Altiplano central mexicano, cuyo centro es la cuenca de México y los 

cercanos valles de Puebla, Toluca y Morelos, fue una región clave en la antigua 

Mesoamérica y más tarde se convirtió en el corazón del Imperio azteca . 

Habitado por pueblos de habla náhuatl y de las lenguas derivadas de la familia 

otopame, la población indígena de esta región es la que mayor influencia ha 

sufrido de la población mestiza y de las transformaciones que ha tenido lugar 

durante el periodo colonial y republicano . Es también donde los indígenas se 

han integrado más rápidamente a la población mestiza . Milpa Alta es asiento 

de uno de estos pueblos nahuas. Aunque políticamente pertenece al Distrito 

Federal, forma parte, junto con Xochimilco, de la zona más rural de la capital 

de la República. 

Los primeros habitantes de la región pertenecieron a familias chichimecas 

cazadoras-recolectoras, que se asentaron al sur de los "lagos centrales" entre 

los siglos XII y XIII. Los nahuas de esta zona fueron tributarios de los mexicas, 

quienes en la consolidación de su imperio los sometieron a través del señorío 

de Xóchimilco ; el tributo consistía en bienes y en fuerza de trabajo . 

Posteriormente fueron sometidos por la Corona española (Ramírez Contreras A 

H. en www.ini.gob.mx). 
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LOCALIZACIÓN 

Milpa Alta fue un antiguo asentamiento nahua . Actualmente es una de las 16 

delegaciones políticas que conforman el Distrito Federal. Con una extensión de 

27 828 ha, es una de las delegaciones rurales más extensas del valle de 

México. Los nahuas de Milpa Alta habitan en doce pueblos: Villa Milpa Alta, que 

es la cabecera delegacional; San Antonio Tecomitl; San Francisco Tecoxpa; 

San Jerónimo Miacatlán; San Agustín Ohtenco, todos éstos situados al oriente 

de la delegación; San Pedro Atocpan, San Pablo Oztotepec, San Bartolomé 

Xicomulco y San Salvador Cuauhtenco localizados al sureste y, por último, al 

sur se encuentran San Lorenzo Tlacoyucan, Santa Ana Tlacotenco y San Juan 

Tepenahuac (Ramírez Contreras A H. en www.ini.gob .mx). 
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JUSTIFICACIÓN 

Los estudios realizados en infecciones causadas por H. pylori se han enfocado 

a factores bacterianos y existen pocos estudios relacionados con los factores 

del huésped. Las características del huésped son importantes en el resultado 

de la infección, ya que, la mayoría de los individuos infectados (80%) son 

asintomáticos. La respuesta del huésped parece estar dada por la sensibilidad 

de la población infectada, que se manifiesta como la magnitud de la 

respuesta inmune e inflamatoria del individuo. Los genes HLA tienen una 

participación importante dentro de la respuesta inmune (i.e. transplantes, 

enfermedades autoinmunes y la respuesta a la infección); motivo por el cual 

es necesario correlacionar los mecanismos bacterianos y los del huésped, con 

la finalidad de conocer los factores que causan el desarrollo de una infección 

o los procesos de protección en individuos asintomáticos o negativos a H. 

pylori. 

En las familias nahuas pertenecientes a los pueblos de San Pedro Atocpan y 

Santa Ana Tlacotenco de Milpa Alta D.F., sujetas a este estudio, no se tienen 

antecedentes respecto al desarrollo de la infección con H. pylori. Por lo que el 

estudio a realizar en las muestras colectadas de estas familias nahuas 

representa la oportunidad de trabajar con poblaciones endémicas, cuyos 

haplotipos son semejantes, lo que permite menos variantes y al mismo 

tiempo obtener de estas mismas familias un grupo control, ya que no todos 

los sujetos pertenecientes a estas familias, presentan infección con H. pylori, 

buscándose así, determinar si existe un haplotipo que les confiera cierta 

protección o susceptibilidad a padecer dicha infección. Por lo antes 

mencionado es importante realizar estudios de asociación con alelos HLA de 

clase II y la infección causada por H. pylori. 
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HIPÓTESIS 

Existe una predisposición genética o resistencia a esta bacteria en la 

población nahua, diferente a otras poblaciones, en el desarrollo de la 

infección por Helicobacter pylori, entonces se espera que en algunas familias 

nahuas existan haplotipos HLA-DQAl y HLA-DQBl que se asocien, ya sea de 

forma positiva o negativa, a la adquisición de la infección por esta bacteria. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

• Analizar si existe una predisposición genética o resistencia a la adquisición y 

el desarrollo natural de la enfermedad asociada a la infección por H pylori, 

determinando la frecuencia alélica de HLA-DQA1 y DQB1 en las familias 

nahuas. 

Objetivos particulares 

• Amplificación por medio de PCR de los loci HLA-DQA1 y HLA-DQB1 del exón 

2 del DNA de todas las muestras, líneas celulares (con iniciadores sin 

marcar) y de las líneas celulares utilizadas como referencias (con 

iniciadores marcados con CyS) para el análisis conformacional por RSCA. 

• Comprobación por medio de electroforesis de la calidad de producto de PCR 

en muestras, líneas celulares y referencias utilizando marcador de pesos 

moleculares. 

• Hibridación del producto de PCR de cada referencia marcada con el 

producto de PCR de líneas celulares y miembros de familias nahuas, para su 

posterior estudio en el secuenciador. 

• Interpretación de los resultados enfrentando las movilidades de los alelos 

específicos de cada línea celular contra las movilidades del alelo o alelos 

pertenecientes a cada miembro de la población de estudio con ayuda del 

programa al/ele locator™ para la técnica RSCA. 

• Obtención de los porcentajes de frecuencias de alelos HLA-DQA1 y HLA­

DQB1, así como de haplotipos presentes en individuos infectados y sanos, 

para determinar asociaciones positivas o negativas de estos alelos con la 

infección. 
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METODOLOGÍA 

Sujetos de estudio 

Esta investigación se realizó en dos generaciones de 30 familias nahuas con un 

total de 108 muestras de sangre periférica. Las familias fueron procedentes de 

San Pedro Atocpan y Santa Ana Tlacotenco, de la delegación Milpa Alta en el 

Distrito Federal. Las muestras fueron aportadas por la Unidad de Investigación 

Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias (UIMEIP) del Hospital de 

Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo XXI. 

H. pylorí 

El estudio de H. pylorí se realizó en cada individuo con la determinación de 

anticuerpos IgG anti-CagA por ELISA en relación al valor de densidad óptica 

de la muestra, los valores mayores a 1.0 fueron considerados como 

seropositivos y la prueba de aliento (UBT urea breath test), método no 

invasivo que consiste en la ingestión de una cápsula de urea marcada con el 

isótopo carbono 13 no radioactivo y detección posterior del mismo incorporado 

al C02 expirado, producto del desdoblamiento de la urea por la ureasa de H. 

pylorí, estas pruebas fueron llevadas a cabo en la UIMEIP. 

Extracción de DNA 

La extracción de DNA se realizó a partir de sangre periférica mediante una 

microtécnica de saltíng-out que utiliza dos detergentes: uno para lisar 

eritrocitos (TTS) y el otro leucocitos (SDS 10%, NaCI SmM y saturado). La 

· separación del DNA se obtuvo de una dilución de cloroformo y alcohol 

isoamílico (SEVAG). El DNA se precipitó con alcohol absoluto, posteriormente 

se lavó dos veces con alcohol al 70% y se disolvió en 100µ1 de agua 

bidestilada, para su almacenamiento a -30°C hasta su utilización (Apéndice 

1) . La calidad del DNA se verificó mediante electroforesis y espectrofotometría 

La electroforesis se llevo a cabo sobre un gel de agarosa al 0.8%, teñido con 

bromuro de etidio y cubierto por solución amortiguadora TBE lX, en una 

cámara de electroforesis con voltaje de 100 volts durante 30 minutos 

(Apéndice 11), el gel se colocó para su evaluación sobre un transiluminador 

foto documentador (UVP Bio Doc-IF" System USA). La determinación 
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espectrofotométrica se realizó en un espectrofotómetro Gene Quant pro 

Amersham Pharmacia Biotech Sweden a longitudes de 260 nm (que indica la 

concentración de DNA) y 280 nm (que mide la concentración de proteínas). La 

relación 260/280 calcula la pureza del DNA, la optima es de 1.8. 

Líneas celulares 

Se utilizaron paneles de 7 y 13 DNAs de líneas celulares linfoblastoides de 

alelos conocidos para DQAl y DQBl, respectivamente, para la tipificación de 

los alelos clase II de las muestras de DNA a estudiar. Estas se obtuvieron del 

12ªvº Taller Internacional de Histocompatibilidad . 

LINEA ALELO LINEA ALELO LINEA ALELO 
CELULAR OQAl* CELULAR 0081* CELULAR 0081* 
KAS 116 0101 STEINLIN 0201 KAS 116 050101 

LBVF 0201 CALOGERO 050201 AMALA 030101 
SP0010 0102 

BTB 0401 

050301 DBB 030302 (47 y 
0201/02 WT47 060401 

OMW 0103 AKIBA 060101 LBVF 0202 

Steinlin 050101 WT51 0302 OMW 0603 
JY 030101 MGAR 0602 BTB 0402 

Iniciadores 

La secuencia de los iniciadores 5' y 3' utilizados en la amplificación de los locis 

HLA-DQAl y HLA-DQBl se encuentran localizados en el intrón 1 e intrón 2 

respectivamente (Pérez et al., en proceso). 

Condiciones para PCR 

DQAl 

Diferentes concentraciones de los reactivos que se utilizaron en la reacción de 

PCR del exón 2 fueron probados para su estandarización. La concentración final 

de la reacción de DQAl fue de 16mM buffer lOX (NH4), de 0.08mM dNTP's, de 

1.5mM MgCl2, de 0.5mM para los iniciadores 5' y 3', de 0.05U para la Taq 

polimerasa (BIOLINE U.K. Ltd.) y de 0.5 µg de DNA en 25 µI de volumen final. 
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DQBl 

La reacción de PCR del exón 2 del locus DQBl se realizó a una concentración 

final de 16mM buffer lOX (NH4}, 0.2mM dNTP's, 2mM MgCL2, 0.5mM de cada 

iniciador (5' y 3'), 0.03U Taq polimerasa (BIOLINE U.K. Ltd .) y 0 .5 µg de DNA 

en un volumen final de 25 µl. Se preparó una mezcla de reacción en un tubo 

eppendorf de 0.5ml, se agregaron las cantidades correspondientes de cada 

reactivo sin el DNA de la muestra . Posteriormente, se añadió a cada tubo de 

0.2 mi para PCR, 22.5 µI de la mezcla de reacción y a continuación 2.5 µI del 

DNA a amplificar (paciente o línea celular); para el control negativo se añadió 

2.5 µI de agua bidestilada. 

Una vez terminadas de montarse las reacciones de PCR para la amplificación 

de los locis DQAl y DQBl de las muestras, se procedió a introducirlas al 

termociclador (PTC-200, M.J. Research Watertown Massachussets) con el 

correspondiente programa de PCR (Tabla 4): 

PROGRAMA PARA DQA1 PROGRAMA PARA DQB1 

Paso 1 9SºC por 4 min Paso 1 9SºC por 4 min 

Paso 2 9SºC por 30 seg Paso 2 9SºC por 30 seg 

Paso 3 S4ºC por SO seg Paso 3 63°C por SO seg 

Paso 4 72ºC por 30 seg Paso 4 72ºC por 30 seg 

Paso 5 Ir a 2, 32 veces Paso 5 Ir a 2, 32 veces 

Paso 6 72°C por 8 min Paso 6 72ºC por 8 min 

Paso 7 lSºC por siempre Paso 7 lSºC por siempre 

Paso 8 Fin Paso 8 Fin 

Tabla 4. Programas de PCR, para los locus estudiados. 

El producto de PCR de las muestras de DNA de pacientes y de líneas celulares, 

se observaron, mediante electroforesis horizontal sobre un gel de agarosa al 

2% (Figura 10) . 

El tamaño del producto amplificado fue de 366 pares de bases(pb) para DQAl 

y de 316 pb para DQBl. 
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Preparación de ladders (DNA control) 

Con la finalidad de controlar las variaciones entre todos los geles se diseñaron 

conjuntos de 2 a 3 ladders (controles de DNA) para cada FLR de DQA1 y 

DQB1. Cada conjunto estuvo formado de 7 a 13 alelos conocidos de DQA1 y 

DQB1 respectivamente . Las ladders fueron preparadas por hibridación 

independiente con la correspondiente FLR como se describió anteriormente 

(Figura 11). Luego los heterodúplex formados fueron mezclados a volúmenes 

iguales, en tal forma que cada conjunto de DNAs control contenían todos los 

alelos disponibles de DQA1 y DQB1. 

Fundamento de la técnica RSCA 

RSCA (Reference Strand mediated Conformation Analysis) es una técnica 

capaz de estudiar el polimorfismo de cualquier gen, identificando alelos nuevos 

que difieren únicamente por una substitución nucleotídica (Figura 12). En este 

estudio se tipificaron alelos HLA-DQA1 y DQB1. 

El primer paso de RSCA consistió en la obtención de referencias marcadas (FLR 

fluorescent labelled reference). Las FLRs se elaboraron a partir de líneas 

celulares linfoblastoides que fueron amplificadas para el exón 2 del locus a 

estudiar. Para ello uno de los iniciadores (S' ó 3') se marcó con CyS' 

(carbocianina-5) en la posición S' del iniciador. Al realizarse la amplificación del 

exón solo una de las cadenas del producto de PCR se encontró marcada . En 

forma independiente, se realizó la ampl ificación de las mismas líneas celulares 

utilizadas para las FLRs usando iniciadores sin marcar (iniciadores S' y 3' para 

DQA1 y DQB1) . A continuación se llevó a cabo la desnaturalización e 

hibridación de la FLR (1µ1 del producto de PCR marcado con CyS) y de la línea 

celular (3µ1 de producto de PCR), formándose varios dúplex (homodúplex y 

heterodúplex) (Figura 11). La conformación molecular de los dúplex es única, 

y la movilidad del DNA de doble cadena en un gel no desnaturalizante, PAGE, 

depende únicamente de las condiciones electroforéticas, así la migración de los 

dúplex dependerá de las diferencias en la conformación molecular. El peso 

molecular será el mismo en todos los alelos, sin embargo, pueden presentarse 

excepciones en caso de existir alelos con inserciones o deleciones (Pérez, 

2000). 
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Control(-) 

dH20 
Buffer(N~) 

dNTPs 
MgC'2 
Primers 5' y 3' 
Taq polimerasa 

~R 

PCR 

l{g 
Muestra 

amplificada 

Electroforesis 

Termociclador 

Análisis del 
producto de PCR 

Fig.10. Procedimiento de PCR, con el que se da inicio a la técnica RSCA, 
amplificándose el locus de interés (DQA1 y DQB1), con iniciadores marcados 
(Cy5) y .sin marcar. 
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HIBRIDACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR DE LINEAS CELULARES 
Y MUESTRAS CON FLRS 

1 µI FLR 

1µ1 FLR + 3 µI DNA 

o o 
1 µI FLR + 3 µI DNA 

+ 1µ1 Buffer de carga 

Se agregó 1 µl de la FLR correspondiente (para DQAl 
o DQBl). 

A continuación se agregan 3 µI del producto de PCR de 
la línea celular o muestra a hibridar con la referencia. 

Se introduce al termociclador para su 
desnaturalización e hibridación. 

Paso 1 95"C por4 min 

Paso2 SS"C porS min 

Paso3 15"C por siempre 

Se añade buffer de carga (lµI ) a cada muestra, 
y se cargan en el gel, del ALFexpress, l~tl de la 
muestra hibridada para iniciar la electroforesis. 

Figura 11. Representación simplificada de la preparación de líneas celulares y 
muestras a hibridar con su respectiva FLR, previo a su electroforesis en el 
secuenciador automatizado ALFexpress™. 
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FUNDAMENTO DE RSCA 
Locus 

especffi 
FLR 

~~~~__,DQB1*0302 

' . Hibridación . / 
~ J¡C ~~~~--iDQB1*0402 

~ Muestra bote-gota 

Electroforesis_A_A._A_ 
en gel de --V-V-V­

poliacrilamida 
11111 1 

Heterodúpleic-A-A-A-----

--V-V-V-

*--"---"-------v--v-

Detección 

de láser *------~ 

__., Homodúplex p oQB1*0402 J\ DQB1•0302f\ 

pk:o FLR e i n j ! 
1\ ~l ~\ 
1 ~ ff \ 1 i g @ g §. • • 

1\. i\ }\ 
~~~ """~ 

+ Migración 

Figura 12. Representación esquemática de RSCA. La conformación de cada 
fragmento alelico HLA es controlado por la combinación del /ocus específico del 
producto de PCR con una molécula del DNA FLR. Únicamente los heterodúplex 
marcados con CyS serán detectados por el láser (Tomado de Argüello et a/.,1998). 
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Electroforesis 

Antes de cargar las muestras en el gel, se agregó a cada tubo 1 µI de buffer de 

carga (15% Ficoll y 0.25% de azul de bromofenol) y se centrífugo (Figura 

11). Se colocó 1 µI de cada línea celular ó muestra, hibridada con la FLR en 

cada pozo del gel. Las muestras se analizaron por electroforesis en un 

secuenciador automatizado ALFexpressn• (Amersham Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Sweden) (Figuras 13 y 14), mediante un gel no desnaturalizante al 

0.25X de poliacrilamida: 20 mi MD'" Gel solution, 8 mi de buffer TBE lOX 

(ambos de Biowhittaker, MD, USA), 48µ1 de TEMED y 480µ1 de persulfato de 

amonio al 10% (ambos de Pharmacia Biotech), para un volumen total de 80 

mi. La longitud del gel fue de 25 cm y su grosor de 0.5 mm. Las condiciones 

de la electroforesis fueron 30W de poder constante, la temperatura se 

mantuvo a 40ºC durante la electroforesis por un sistema externo (Lauda 

Brinkmann. Instruments Inc. USA), el tiempo de corrimiento fue de 400 

minutos. La movilidad de cada dúplex fluorescente fue analizada usando el 

programa Afiele LocatorT" (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) 

(Apéndice IV) . 

Análisis Estadístico 

El método más simple y más eficiente para estudiar la asociación entre una 

enfermedad y un locus marcador, es el de construir una tabla de 2x2. En este 

se asume la existencia de dos grupos tomados al azar, uno con la enfermedad 

y el otro control negativo a dicha enfermedad, cada grupo formado por 

individuos clasificados por tener un alelo marcador o no. Sin embargo, la 

asociación de una enfermedad con un marcador genético perteneciente a un 

sistema altamente polimórfico como el sistema HLA, requiere del análisis de un 

gran número de especificidades antigénicas, lo cual puede originar 

asociaciones significativas al azar, por este motivo Svejgaard sugirió reducir el 

número de inferencias incorrectas mediante la corrección de Bonferroni que 

consiste en multiplicar el nivel de significancía (p), obtenido por X2 o mediante 

p exacta de Fisher, por el número de antígenos evaluados(Hawkins, 1981; 

Svejggard, 1994). 
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SECUENCIADOR ALFexpress™ 

Figura 13. Secuenciador automatizado Alfexpress™, utilizado en la técnica 
de RSCA, el rual realiza electroforesis utilizando un gel de poliacrilamida 
vertical, con detección láser en la parte inferior de este que detecta la 
migración de heterodúplex marcados con fluorocrorno. Este equipo se 
encuentra conectado a una computadora desde donde se controlan las 
condiciones de la electroforesis, así como, el análisis de los alelos obtenidos 
mediante el programa al/ele locator™. 
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MONTAJE DE MUESTRAS Y PREPARACIÓN DEL EQUIPO 

Terminadas de 
cargar las 
muestras se 
colocan los 
electrodos 
correspondientes 
en la parte 
superior e inferior 
del gel, se cubre 
el láser y se 
procede a bajar la 
tapa para dar 
inicio a la 
electroforesis 

Carga de muestras en 
el gel de poliacrilamida 

Figura 14. Montaje de muestras y preparación del equipo antes de iniciar la 
electroforesis. 
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Diagrama de flujo 

1 Sangre periférica 1 

1 Extracción de DNA 1 

1 DNA 1 

PCR DQA1 y DQB1 
Muestras-líneas celulares-referencias marcadas (CyS) 

RSCA 
Hibridación de los productos de PCR de: 

muestras y DNAs control con DNA de referencias marcadas 

1 
Secuenciador ALFexpress™ J 

, 
Tipificación de alelos en base a su movilidad 

con ayuda del programa al/ele locator™ 

1 

Obtención y análisis de frecuencias antigénicas en 

individuos infectados y sanos, para comparar y 

determinar la posible relación de H. pylori y los alelos 

HLA-DQA1 y HLA-DQB1. 
'-. 

Figura 15. Diagrama de flujo de la metodología utilizada . 
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RESULTADOS Y ANÁLISIS 

Extracción de DNA 

La extracción de DNA de las 108 muestras de sangre periférica de indígenas 

nahuas se realizó a partir de leucocitos, ya que son una buena fuente de DNA . 

Los resultados de las extracciones de DNA, la corroboración en gel de agarosa 

y la cuantificación en el espectrofotómetro se encuentran representados en la 

figura 16 y en la tabla S. 

2 14 11 

4 63 17 31 54 47 

48 19 88 83 65 

Figura 16. Corroboración de algunas muestras en gel de agarosa al 0 .8% , 
en estos geles, se muestra la presencia del DNA extraído, observable en la 
intensidad de las bandas. 
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Tabla S. Cuantificación del DNA extraído a las 108 muestras de sangre 
periférica de indígenas nahuas. 

No. 260nm 280nm 260/280 lnn/un No. 260nm 280nm 260/280 [ng/ulJ 
1 0 .101 0.092 1.098 505 55 0.016 0.015 1.067 40 
2 0.106 0.068 1.559 265 56 0 .106 0.073 1.452 530 
3 0.08 0.082 0.976 400 57 0 .180 0.125 1.440 450 
4 0 .035 0.025 1.400 88 58 0.115 0 .079 1.456 288 
5 0.076 0.052 1.462 190 59 0.087 0 .054 1.611 435 
6 0.075 0 .072 1.042 375 60 0.179 0.123 1.455 448 
7 0.129 0.088 1.466 323 61 0.019 0.020 0.950 48 
8 0 .329 0.218 1.509 823 62 0.077 0.051 1.510 193 
9 0.074 0.053 1.396 185 63 0 .027 0 .023 1.174 68 
10 0 .033 0.021 1.571 83 64 0 .040 0.029 1.379 100 
11 0 .197 0.128 1.539 493 65 0.116 0.068 1.719 580 
12 0.142 0.103 1.379 355 66 0.030 0.018 1.667 30 
13 0.050 0.052 0.962 250 67 0.071 0.048 1.479 178 
14 0.253 0.168 1.506 633 68 0 .017 0.013 1.308 17 
15 0.097 0.063 1.540 243 69 0 .018 0.019 0.947 45 
16 0.182 0.116 1.569 455 70 0 .014 0.014 1.000 35 
17 0.272 0.178 1.528 680 71 0.014 0.014 1.000 35 
18 0.259 0.170 1.524 648 72 0.204 0.121 1.686 510 
19 0.492 0.351 1.402 1230 73 0 .166 0.108 1.537 415 
20 0.029 0.025 1.160 73 74 0 .129 0.085 1.518 645 
21 0.002 0.013 0.154 10 75 0 .030 0.031 0 .968 150 
22 0.270 0.165 1.636 675 76 0 .019 0.018 1.056 95 
23 0.123 0.069 1.783 308 77 0.036 0.026 1.385 90 
24 0.126 0.071 1.775 315 78 0 .026 0.021 1.238 65 
25 0.096 0.088 1.091 480 79 0.034 0.026 1.308 85 
26 0.059 0.054 1.093 295 80 0.082 0.054 1.519 205 
27 0.096 0.065 1.477 240 81 0.024 0.019 1.263 60 
28 0.077 0 .080 0.963 385 82 0.254 0.154 1.649 635 
29 0.053 0.038 1.395 265 83 0.112 0.072 1.556 280 
30 0.025 0.020 1.250 63 84 0.045 0.033 1.364 113 
31 0.039 0.029 1.345 98 85 0.105 0 .068 1.544 263 
2 0.023 0.018 1.278 58 86 0.151 0.095 1.589 378 
33 0.022 O.o15 1.467 55 87 0.066 0.043 1.535 165 
34 0.047 0.040 1.175 235 88 0.120 0.077 1.558 300 
35 0.085 0.055 1.545 213 89 0.037 0.028 1.321 93 
36 0 .135 0.092 1.467 338 90 0.053 0.02 2 .650 265 
37 0.034 0.029 1.172 85 91 0.071 0.048 1.479 178 
38 0.105 0.075 1.400 525 92 0.012 0.008 1.500 30 
39 0.071 0.055 1.291 355 93 0.045 0.032 1.406 113 
40 0.133 0.089 1.494 333 94 0.118 0.074 1.595 295 
41 0.129 0.087 1.483 323 95 0.010 0.011 0 .909 25 
42 0.033 0.030 1.100 165 96 0.027 0.023 1.174 68 
43 0.224 0.145 1.545 1120 97 0.040 0.025 1.600 100 
44 0 .103 0.072 1.431 258 98 0.052 0.034 1.529 130 
45 0.157 0.104 1.510 393 99 O.Q30 0.019 1.579 75 
46 0.102 0.073 1.397 255 100 0.004 0.004 1.000 10 
47 0.077 0.047 1.638 385 101 O.Q10 0.012 0.833 25 
48 1.001 0.75 1.335 2503 102 0.024 0.020 1.200 60 
49 0.062 0.047 1.319 155 103 0.025 0.024 1.042 63 
50 0.004 0.001 4.000 20 104 0.005 0 .008 0 .625 13 
51 0.017 0.016 1.063 43 105 0.013 0.015 0 .867 33 
52 0.015 0.016 0.937 38 106 0 .027 0.027 1.000 68 
53 0.016 0.017 0.941 40 107 0.027 0.018 1.500 68 
54 0.632 0 .465 1.359 1580 108 0 .040 0.029 1.379 100 
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En algunas muestras de sangre recolectadas no se pudo realizar la extracción 

del DNA el mismo día de su obtención por lo que la cantidad del DNA no fue la 

optima (Figura 16, muestras 4, 63 y 31.). 

Es importante mencionar que para este tipo de estudios, debe extraerse el 

DNA de las muestras de sangre el mismo día de su obtención, ya que de este 

modo, se asegura una buena calidad y cantidad del DNA. 

Estudio del locus DQA1 

PCR 
La PCR es una manera rápida de obtener grandes cantidades de genes, en 

nuestro caso genes HLA específicos para su tipificación . Utilizando este 

método, es posible generar millones de copias de un gen determinado. Una de 

las ventajas de la PCR es que utiliza dos iniciadores de manera que ambas 

hebras del DNA son copiadas al colocarse los iniciadores en los extremos de la 

región a amplificarse . Puesto que la mayoría de los polimorfismos de los genes 

clase JI se encuentran en el segundo exón, los iniciadores son por lo general, 

diseñados para flanquear esta región . 

La amplificación de HLA-DQAl en las líneas celulares se comprobó por medio 

de electroforesis en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio, y 

pudo corroborarse la amplificación, a través de un marcador de peso molecular 

(Figura 17) . 

500 pb 

366 pb 

100 pb 

DQA1 
FLR 

M KA 5 116 LBVF SP0010 BTB OMW Steinlin JY Steinlin JY 

Figura 17. Gel de agarosa al 2%, donde, se observa las amplificación por PCR 
del locus DQAl de las líneas celulares y FLRs producto de PCR marcado con 
CyS . Las bandas corresponden a los 366 pb. 
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Independientemente de la concentración del DNA obtenido durante el proceso 

de extracción, las muestras con concentraciones altas de DNA se ajustaron a 

una concentración de 2oon9/ µ1, ya que la reacción de PCR se estandarizó a 

part ir de esta concentración. Aunque algunas muestras presentaron una 

concentración menor la reacción de PCR fue aún así favorable para su 

amplificación (Figura 18) . 

500 pb 
366pb 

100 pb 

M 2 3 6 7 8 11 12 13 14 15 

Figura 18. Geles de agarosa al 2% donde se observa la amplificación 
correspondiente al locus DQAl de las muestras de DNA nahua . 

Selección de las mejores FLRs para DQAl 

Para obtener las dos FLRs utilizadas en la tipificación de los nahuas infectados 

y no infectados, fue necesario obtener los productos de PCR marcados con CyS 

y sin marcar de los DNAs de las 7 líneas celulares, luego este producto de PCR 

marcado correspondiente a una línea celular fue hibridado con el producto de 

PCR sin marcar de cada una de las líneas celulares restantes por separado, 

repitiéndose el mismo procedimiento para cada producto de PCR marcado de 

las líneas celulares . Las 42 hibridaciones se llevaron al secuenciador para 

analizar sus movilidades en el programa al/ele locatorn•; las FLRs fueron 

seleccionadas en base a sus valores de movilidad, claros y diferentes del resto, 

lo que promovió una mejor resolución al momento de la tipificación, siendo 

seleccionados para este locus: DQAl * 030101 correspondiente a la línea celular 

JY, y el alelo DQAl * 050101 de la línea celular Steinlin . 
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Resultados de las movilidades de los DNA control (Ladders) con las FLRs 

seleccionadas. 

Las movilidades obtenidas para los DNAs control obtenidos con las FLRs 

DQAl * 030101 y FLR DQAl * 050101 (Tabla 6) fueron : 

FLR DQAl *030101 Controles FLR DQAl *050101 Controles 

\ Pozo 
LINEA ALELO MOVILIDAD 

CELULAR DOAl* DEL ALELO 
POZO 

LINEA ALELO MOVILIDAD 
CELULAR DOAl* DEL ALELO 

1 
1 KAS 116 0101 1454 7 KAS 116 0101 1608 

i--
i 1489 8 BTB 0401 1103 

1 2 LBVF 0201 
1 

1 
3 SPOOlO 0102 1304 9 SPOOlO 010202 1610 

1 4 BTB 0401 1637 
¡-

10 JY 030101 1539 

¡ 5 OMW 0103 1313 11 OMW 0103 1644 

l_ _6 - 1 
Steinlin 050101 1642 

--- ~----- - --·----
12 LBVF 0201 1579 

------ - -------- --- ----- ··- -·---------

Tabla 6. Líneas celulares con valores de movilidad asignados a cada uno de 
sus respectivos alelos DQAl, por el software afiele locatorn• . 

Tipificación de DQAl 

Los iniciadores utilizados en la reacción de PCR no se consumieron al 100%, 

por tal motivo el iniciador marcado con CyS fue el primero en observarse en el 

electroferograma (pico no mostrado) debido a su tamaño de 20 mer; a este 

pico se le asignó un valor arbitrario de l. El homodúplex es el segundo pico en 

detectarse en el electroferograma y se le asignó un valor de 1000 (Figuras 19 

y 20), de esta forma se logró alinear a todos los homodúplex, en una escala 

arbitraria eliminando así el efecto de la "sonrisa", que se observa en la escala 

de tiempo. Este efecto se observa como un ligero declive ("sonrisa"), en el 

esquema del programa al/ele locator™, que debe eliminarse para poder 

comparar a los DNA control con las muestras a estudiar ya que pueden tener el 

mismo alelo pero su movilidad será diferente por el efecto antes mencionado. 

Finalmente, el tercer pico (en caso de ser homocigoto, muestra 76, Figura 19) 

y algunas veces el cuarto pico detectado (en caso de ser heterocigoto muestra 

94, Figura 20) en el electroferograma representa a los heteroduplex formados 

por la FLR y la muestra nahua . 
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Las movilidades de los DNA control se compararon con la movilidad de las 

muestras nahuas a estudiar y de esta forma se asignaron los alelos 

correspondientes a cada muestra 

Respecto a las FLRs utilizadas para cada locus, es importante mencionar que 

deben ser al menos dos las referencias empleadas para la tipificación; ya que 

el resultado obtenido de las muestras tübctdadas con una 'í~{~'í~nc.\a s~N\'í~ 

para corroborar el resultado de las mismas muestras hibridadas con la segunda 

FLR, obteniéndose de esta forma, datos más precisos en la tipificación. 

*0401 
HOMODÚPLEX 

1000 1100 1200 1300 

DQA1 *0401 FLR DQA1 *050101 

*030101 

1400 1500 

Muestra 

*010202 

1800 

76 

DNA 
Control 

1700 

Fig. 19. Análisis de DQAl por medio de RSCA. La figura muestra el 
resultado obtenido al comparar la muestra número 76, con los 
alelos DQAl contenidos en el ONA control. La FLR utilizada es 
DQAl *050101 (Steinlin) y el haplotipo identificado para esta 
muestra (homocigota) es DQAl *0401. 
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HOMODÚPLEX 

*0401 

DQA1 *030101-0402 Í LRDQA1 *050101 

' *030101 

Muestra 
94 

~l~J~-~ot ---t___,.._....,·¡:,___c:r::ol 
l ' 
J\l I "--··----¡ *010202 *030101~~ 

DNA 

1 
! Control 

1000 1100 1200 1300 

! *0201 
. *0103 

1500 1000 

DNA 
Control 

Figura 20. Obtención del haplotipo heterocigoto de la muestra 
94 por medio de RSCA, este es DQA1 * 030101-*0401, la FLR 
utilizada es DQA1 * 050101 (Steinlin). 
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Los alelos mas frecuentes en la población nahua se encuentran representados 

en la Tabla 7 . Con estos resultados se comprueba que el 90% de la población 

presenta alelos amerindios, DQA1 * 030101/ * 0302/ * 0303 (39%), 

DQAl * 0401/ * 0402 (26 .6%) y DQAl * 050101/02/ * 0503/ * 0505 (26%) cuando 

se comparó con la población mestiza mexicana . 

1 
N=77 

1 1 

! 

Nahua ! Mestizo 96º/o 
1 Alelo DQAl* ·- Origen i 

1 
No F.G. ºlo F.G. 0/o 

030101/0302/0303 60 39.0 ! Amerindio/Caucasoide ! 
0401/0402 41 26.6 12.6 Amerindio/Caucasoide 

050101/02/0503/0505 40 26.0 23.7 Amerindio/Caucasoide 
1 

0201 7 4.5 1 6 .7 --------------
010101/02/0104/0105 4 2.6 5.5 ---------------

0103 2 1.3 ---------------
-·· - - ------ - ----- --- _l_ _ - L - - - - ----~-~ ---

Tabla 7. Alelos DQAl encontrados en la población nahua. No. Número de individuos, 
F.G.% porcentaje de la frecuencia génica, comparadas contra población mestiza y origen 
de cada alelo. 

Los alelos HLA-DQAl de individuos positivos a la prueba de la urea en aliento 

(UBT) y presencia de anticuerpos IgG contra H. py/ori (Hp-Ab) fueron 

comparados contra los alelos de individuos negativos a estas mismas pruebas 

(Tabla 8) . Cuando se realizó el análisis estadístico a estos resultados no se 

observó ninguna significancía estadística , pero puede observarse una tendencia 

en los alelos DQAl * 0401/0402 y DQAl * 050101/02/0503/0505, que fueron 

más frecuentes en individuos positivos en tanto que DQAl * 030101/0302/0303 

fue menos frecuente (Tabla 8 y Gráfica 1) . 
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UBT(+) Hp-Ab(+)(40) UBT(-) Hp-Ab(-)(37) l 
Alelo DQAl* 

No. F.A.% No. F.A.% 

030101/0302/0303 27 33.8 32 43.2 

0401/0402 25 31.2 16 21.6 

050101/02/0503/0505 24 30 16 21.6 

010101/02/0104/0105 2 2.5 2 2.7 

0103 2 2.5 1 1.3 

0201 o 7 9.4 

Tabla 8. Frecuencias de alelos DQAl en la población positiva en prueba de 
aliento y anticuerpos para H. py/ori (UBT( +) Hp-Ab( +) ), comparadas contra 
individuos negativos a estas mismas pruebas (UBT(-) Hp-Ab(-)). 

DQA1* 
,----

! 
< o z 
w 
(!) 
¡:: 
z 
< 
o 
w 
o::: 
u. 

·---- ·------·---------·-· -- ------

o 5 -1 o.45 1 o.43 
0.4 -1 0.34 

0.35 :---- - 0..3-~----·- {}:3----- ---·- ---- ----
0.3 !-

0.25 ~-
0.2 +-

0.15 1-- -· ----crog---· ---

o?ó~ -1--- - -= __ ::-__:_n - D.02 Ci~oio.02-0:0:1 
O -r-~.--.._.....,..~...,-~-.-.......... ~'-"r~-.-~.-.-..,.• ~n....,__.....,.m ~~ 

-- ----- -··---

Grafica 1. Comparación de los porcentajes de las frecuencias de alelos DQAl 
en individuos positivos (guindas) y negativos (amarillos) a la infección por H. 
pylori. 
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Estudio del /ocus DQB 1 

PCR 

Al igual que los resultados del locus DQAl antes mencionado, los productos de 

PCR de DQBl fueron obtenidos y se analizaron por electroforesis en un gel de 

agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio; la amplificación se corroboró 

utilizando un marcador de peso molecular para observar el producto de 316 pb 

en las líneas celulares (Figura 21) . 

29 28 27 26 25 24 23 22 41 40 39 38 36 35 34 45 48 43 M 

316 pb 

Figura 21 Gel de agarosa al 2% que muestra la amplificación de DQBl en 

muestras nahuas. 

Selección de las mejores FLRs para DQBl 

Para la tipificación de alelos DQBl, se utilizó un panel de DNA de trece líneas 

celulares linfoblastoides homocigotas, y amplificadas por PCR para el locus de 

interés con iniciadores marcados con CyS y sin marcar, se hibridaron los 

productos de PCR marcados de cada una de las líneas celulares con el producto 

de PCR de las líneas celulares restantes sin marcar. Las 156 hibridaciones se 

corrieron por electroforesis en el secuenciador para el análisis posterior de los 

valores de movilidad con el programa al/ele locator™. Las dos mejores 

referencias seleccionadas para DQBl fueron los alelos DQBl *0603 y 

DQBl * 0604 correspondientes a las líneas celulares OMW y WT47 

respectivamente . 

La correcta amplificación de DQBl en las FLRs seleccionadas para la tipificación 

de este locus fueron observadas por electroforesis (Figura 22). 
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500 pb 

316 pb 

lOOpb 

M OMW WT47 

Figura 22. Amplificación 
por PCR de DQB1 de 
FLRs OMW y WT47. 

Resultados de las movilidades de los DNA control (Ladders) con las FLRs 

seleccionadas. 

Los valores de movilidad de los DNAs control seleccionados, para la FLR 

DQB1 *0603 y la FLR DQB1 *0604 (Tabla 9) fueron: 

FLR DQB1 *0603 Controles FLR DQB1 *0604 CONTROLES 

POZO LINEA ALELO MOVILIDAD 
CELULAR DOBl DEL ALELO POZO LINEA ALELO MOVILIDAD 

CELULAR DQBl DEL ALELO 
1 STEINLIN 0201 1324 12 LBVF 0202 1306 

2 CALOGERO 050201 1266 13 CALOGERO 050201 1256 
050301 1225 y 3 C47 y 1326 0201/02 

050301 1218 y 14 C47 y 
1308 0201/02 

4 AKIBA 060101 1157 15 AKIBA 060101 1132 

5 WT51 0302 1125 16 WT51 0302 1080 

6 MGAR 0602 1016 17 OMW 0603 1315 
7 BTB 0402 1305 18 BTB 0402 1324 

8 KAS 116 050101 1234 19 KAS 116 050101 1205 
9 AMALA 0301,01 1142 20 AMALA 030101 1137 
10 DBB 030302 1112 21 DBB 030302 1099 

-- --- - -- --- ~---- ·--· ·------ ---- -
11 WT47 060401 1065 --- ·- __ L. ______ ,,·---· -----··--·--- --· - --------------

Tabla. 9 . Líneas celulares con valores de movilidad asignados a cada uno de 
sus respectivos alelos DQB1, por el software al/ele locator"' . 
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Tipificación de DQBl 

El análisis del locus DQBl en las muestras nahuas se realizó con las FLRs, 

DQBl *0603 y DQBl *0604 comparandose las movilidades de los DNA control 

con las muestras a estudiar. 

El locus DQBl cuenta con 53 alelos identificados hasta hoy, pero en este 

estudio solo pudieron utilizarse un panel de trece alelos DQBl, con los cuales 

se pudo tipificar de manera satisfactoria a las muestras de DNA nahuas. 

En la tipificación de DQBl por RSCA se comprobaron los resultados tanto en 

una FLR como con la otra lo que permite de esta manera obtener resultados 

más confiables, al compararse, que, los mismos alelos obtenidos con la FLR 

DQBl *0603 están presentes con la segunda FLR DQBl *0604 (Muestra 29 

Figuras 23 y 24) . 

Al realizarse el análisis de los alelos del locus en la escala de tiempo se pudo 

observar que tanto DNAs control y muestras tipificadas, tenían movilidades 

diferentes entre ellos aunque fueran del mismo alelo, debido al efecto de 

"sonrisa" mencionado anteriormente. Para corregir este efecto una escala 

arbitraria se le asignó al electroferograma, de resultados, en lugar de la escala 

de tiempo. Para ello se asignó un valor de 1000 al homodúplex lo que permitió 

relacionar sin dificultades las muestras contra el DNA control. 
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HOMODÚPLEX 

1000 1050 

DQB1*030101-0402 FLR DQB1*0603 

' *030101 

*0402 ; 

*030302! *050101 
' *030101 

1100 11!50 1200 1250 1300 

Muestra 
29 

DNA 
Control 

*0201/02 

DNA 
Control 

Figura 23. Haplotipo DQBl *030101-*0402 de la muestra 
número 29 con la FLR DQBl *0603 (OMW) . 
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HOMODÚPLEX 

*0603 

1000 1050 

DQB1*030101-o402 FLR DQB1*0604 

¡ *030101 

1100 1150 1200 1300 1350 

Muestra 

29 

DNA 
Control 

Figura 24. Confirmación del haplotipo DQBl *030101-*0402 en la 
muestra 29, ahora con la fLR DQB1 *0604 (WT47). 
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Tablas de frecuencias en alelos DQBl 

Los resultados de la tabla 10 muestran que el 90% de la población nahua 

presentó alelos amerindios, DQBl * 0402 (32 .2%), DQBl *030101 (29 .5%) y 

DQBl * 0302 (28 .1 %) . Demostrándose en el loci una relativa homogeneidad 

étnica . 

N=73 

1 
1 Mestizo 

Nahua 

Alelo DQBl* 
96°10 Origen 

No F.G. ºlo F.G. ºlo 

0402 47 32.2 15.8 Amerindio/Negro 

030101 43 29.5 16.7 Amerindio 

0302 41 28.1 12.1 Amerindio 

0201/02 8 5.5 11.1 Caucasoide 

050101 3 2.0 8.4 Negro/Caucasoide/Oriental 

050301 3 2.0 Negro/Caucasoide/Oriental 

0604 1 0.6 1.5 Negro/Caucasoide/Oriental 
------------- - - ---- --- - --~ ----------~- ~---~- -- - -- --· - --

Tabla 10. Alelos DQBl encontrados en la población de estudio, la tabla 
muestra el número de individuos No, porcentaje de la frecuencia génica (F.G. 
ºlo), comparada contra la población mestiza y el origen de estos. 

Con ayuda de la tabla 11 pudo realizarse el análisis estadístico, relacionando a 
individuos positivos a la infección por H. pylori (UBT( +) Hp-Ab( + )) contra los 
negativos a esta infección (UBT(-) Hp-Ab(-)). 

UBT(+) Hp-Ab(+)(42) UBT(-) Hp-Ab(-)(31) 
Alelo DQBl* 

No. F.A. ºlo No. F.A. ºlo 

0402 33 39.2 14 22.6 

030101 23 27.4 20 32 

0302 19 22.6 22 35.5 

0201/02 4 4.7 4 6.4 

050101 1 1.2 2 3.2 

050301 3 3.6 o 
0604 1 1.2 o 

Tabla 11. Porcentajes de frecuencias observadas en alelos DQBl en individuos 
positivos a la infección demostrada por pruebas de aliento (UBT) y anticuerpos 
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contra H. py/ori (Hp-Ab), comparadas contra los porcentajes de las 
frecuencias observadas en individuos con resultado negativos a estas mismas 
pruebas. 

Los alelos HLA-DQB1 de individuos positivos a la prueba de la urea en aliento 

(UBT) y presencia de anticuerpos IgG contra H. pylori (Hp-Ab) fueron 

comparados contra los alelos de individuos negativos a estas mismas pruebas 

(Tabla 11) . Cuando se realizó el análisis estadístico a estos resultados 

también se obtuvieron valores estadísticos no significativos, aunque del mismo 

modo es notable fa frecuencia del alelo DQB1 *0402, en individuos positivos a 

la infección, en tanto que DQB1 *0302 fue menos frecuente (Tabla 11 y 

Gráfica 2). 

DQBl* 

0.45 

e( 
o 
z 

10.39 
0.4 1 

0.35 ! 0.32-

w 
0.3 J._ ---- 0.21 -

1 

~ 0.25 
.... 0.2 -

· o 
¡ w 0.15 

1 ~ 0.1 

' 0.05 
1 i 
1 o ~-
1 

1 ~"' 

I _____ -~ 

0.35 

---- --- --- -- ------1 
! 

11 --r 
____ i 

l 
---- 1 

1 
----- ------ ---- --- ----·-l 

1 
-···-- - - - - ----- - -----1 

1 - - ------¡ 
0.05 0.06 _ __Q_03_0Jl3__ 1 

r o º~1- º .-• ... --.~·º~-' 

Gráfica 2. Comparación del porcentaje de frecuencias antigénicas entre alelos 

DQB1 en individuos positivos (guindas) y negativos (amarillos) a la infección 

por H. pylori. 
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Frecuencias de haplotipos de DQAl y DQBl 

Los haplotipos obtenidos entre alelos del mismo locus y entre los alelos de 

ambos locus fueron también analizados (Tabla 12) . 

UBT ( +) UBT (-) 

Haplotipo HLA Hp-Ab (+} Hp-Ab (-) p pe 

F.A.% F.A.% 

DQA1-DQA1 n= 40 N=37 

DQA1*030101/0302/0303-DQA1*050101/02/0503/0505 27.5 8 .1 0 .02 N.S. 

DQA1*0401/0402-DQA1*050101/02/0503/0505 20.0 5 .4 0.05 N.S. 

DQB1- DQB1 n=42 N=31 

DQB1 *030101-DQBl *0402 28.5 9 .7 0.04 N.S. 

DQB1*030101-0QB1*0302 19.0 9 .7 N.S. N.S. 

DQA1-0QB1 n=40 n=31 

DQA1*050101/02/0503/0505- DQB1*030101 45 10.1 0 .009 0.02 

OQA1*0401/0402-DQB1*0402 42.5 26.0 N.S . N.S. 

Tabla 12. Comparación de haplotipos DQAl, DQBl y DQAl-DQBl, entre pacientes 
infectados con H. pylori en prueba de aliento y anticuerpos contra H. pylori 
(UBT( + )Hp-Ab ( + )) , y negativos (UBT(-)Hp-Ab ( - )), con una tendencia hacía los 
infectados. 

El haplotipo: DQA1 *030101/0302/0303-DQA1 *050101/02/0503/0505 

analizado no fue significativo cuando se obtuvo la pe. El mismo caso se 

observó en los haplotipos DQAl *0401/0402-DQAl *050101/02/0503/0505 y 

DQBl *030 101-DQBl *0402. En el haplotipo DQAl *050101/02/0503/0505-

DQBl *030101 se obtuvo una significancia de 0.010 que se mantuvo cuando la 

p fue corregida (pe= 0 .02). 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Pocos estudios han relacionado a genes del sistema HLA con la infección y 

enfermedades causadas por H. pylori en diferentes poblaciones del mundo a 

pesar de la importancia que tiene este sistema en la respuesta inmune al ser 

las moléculas HLA de clase II las encargadas de procesar y presentar péptidos 

antigénicos extracelulares a las células T. Se tiene reportado que en la gastritis 

atrófica , DQBl * 0401 se asocia significativamente en la población japonesa y 

DQBl * 0301 en la población caucásica . Por otra parte el cáncer gástrico se 

relaciona en la población mexicana con DQAl * 0601 y DQB1 * 0501, mientras 

que en los japoneses DRB1 * 1501-DQAl * 01021-DQBl *0602 parecen proteger 

contra la infección por H. pylori. 

De las 108 muestras nahuas utilizadas para este estudio familiar se obtuvieron 

resultados en 77 individuos para el locus DQA1 y 73 para DQB1 tomándose 

cada uno de estos como el 100% de cada locus, para obtener el porcentaje de 

las frecuencias. La pureza del 90% para esta población obtenida en base a las 

frecuencias de alelos característicos de amerindios, permitió tener menos 

variantes al momento de la tipificación . Los porcentajes de las frecuencias 

antigénicas de individuos seropositivos se compararon con las de sus familiares 

seronegativos, con la finalidad de valorar que alelos o haplotipos se 

encontraban con mayor frecuencia en cada caso . 

En individuos seropositivos a H. pylori, los alelos DQA1 * 0401/0402, 

DQA1 * 050101/02/0503/0505 y DQBl * 0402 fueron más frecuentes, en tanto 

que DQA1 * 030101/0302/0303 y DQB1 * 0302 fueron menos frecuentes cuando 

se compararon con sus familiares seronegativos. Los haplotipos 

DQA1 * 030101/0302/0303-DQAl * 050101/02/0503/0505, DQA1 * 0401/0402 -

DQAl * 050101/02/0503/0505, DQB1 * 030101 -DQBl * 0402, DQAl *0401/0402-

DQBl * 0402 fueron también frecuentes en esta población, pero solamente 

DQA1 * 050101/02/0503/0505-DQBl * 030101, tuvo un valor estadístico 

significativo (pc=0 .02) . 
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CONCLUSIONES 

·:· La técnica utilizada para la extracción de DNA demostró ser adecuada, y 

mejor aún, cuando se reali za en muestras tomadas recientemente. 

·:· La población nahua estudiada mostró una pureza del 90%, con base en 

los alelos tipificados en el loci DQAl y DQBl característicos de 

amerindios . DQAl * 030101/0302/0303 (39%) , DQAl * 0401/0402 

(26 .6%), DQAl * 050101/02/0503/0505 (26%) para este locus y en 

DQBl *0402 (32 .2%), DQBl * 030101 (29.5%) y DQBl * 0302 (28.5%) . 

·:· Los alelos más frecuentes en nahuas infectados cuando se comparó el 

grupo UBT(+) y Hp-Ab(+) contra el grupo UBT(-) y Hp-Ab( - ) fueron : 

DQAl * 0401/0402 (31.2% vs 21.6%), DQAl * 050101/02/0503/0505 

(30% vs 21.6) y DQBl * 0402 (39 .2% vs 22.6%) . Los alelos menos 

frecuentes fueron: DQAl * 030101/0302/0303 (33 .8% vs 43.2%) y 

DQBl * 0302 (22 .6% vs 35 .5%) . 

·:· Los haplotipos también frecuentes en los individuos infectados UBT( +) y 

Hp-Ab( +) cuando se compararon contra los negativos a la infección 

fueron : 

DQAl * 030101/0302/0303-DQAl * 050101/02/0503/0505 (27 .5% vs 

8.1%), DQBl * 030101 -DQBl * 0402 (28 .5 vs 9 .7%) y 

DQAl * 050101/02/0503/0505-DQBl * 030101 (45 vs 10.1%). 

•:• En forma individual los alelos no presentaron resultados significativos, 

esto se observó en el análisis de los haplotipos siendo el más importante 

el haplotipo DQAl * 050101/02/0503/0505-DQBl * 030101 con un valor 

de significancia corregido de 0.02 . 
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Reactivos: 

a)TTS 

Tris lOmM pH 7.4 

Triton X-100 al 1 % 

Sacarosa (Sucrose) 300mM 

b)SDS 10% 

Dodecil Sulfato de Sodio 1 gr 

Agua bidestilada 10 mi 

PROCEDIMIENTO: 

APENDICES 

APÉNDICE I. EXTRACCIÓN DE DNA 

c)SEVAG 

Cloroformo 49 mi 

Alcohol Isoamilico 1 mi 

d) NaCI 5 mM 

e) Nao saturado 

f) Etanol absoluto a -70 ºC 

Colocar 1 mi de sangre periférica en un tubo eppendorf y añadirte TTS (lisa eritrocitos). 

Centrifugar y decantar y el boten celular se resuspende en TTS. Repetir estos pasos para un total de cuatro 

lavados. 

Una vez. decantado el TTS del último lavado, se resuspende el boten en Nao SmM. Se adiciona SOS (lisa 

leucocitos) al 10% y NaCI saturado; es recomendable en este punto mez.clar ligeramente componentes para 

ayudar a lisar el botón. Centrifugar y recuperar sobrenadante, pasarlo a otro tubo eppendorf nuevo. Adicionar 

SEVAG. 

Agitar en forma vigorosa; hasta que la solución tenga un color blanco. Centrifugar 

Sacar el tubo de la centrífuga con mucho cuidado para no mez.dar las fases. 

Recuperar la fase superior y dejar la media y la inferior. Transferir la fase superior a otro tubo eppendorf 

nuevo y adicionar a este un volumen de etanol absoluto frío (-70ºC, esto precipitará el DNA). Mover el tubo 

despacio para mez.clar. Centrifugar y decantar el alcohol absoluto. (En caso de existir un exceso de sales, lavar 

el DNA con etanol al 70%). 

Ssecar el DNA. Resuspender y disolver muy bien el DNA en agua Milli Q estéril.Guardar indefinidamente a -

35°C. 
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APÉNDICE 11 GEL DE AGAROSAPARA ELECTROFORESIS 

Preparación de TBE lX : 

TBE lOX lL 

108g Tris base (890 mM) 

55 .18 g Ácido Bórico (890 mM) 

40 mi EDTA 0.5 M pH 8.0 

Para preparar lL de TBE lX se diluyen 100ml de TBE lOX en 900ml de agua milli Q. 

PREPARACIÓN DE GELES DE AGAROSA 

Se pesan en balanza analítica 0.8g (ver presencia de DNA) o 2g (ver producto de PCR) 

de agarosa para 100ml y se disuelve en TBE lX con calor en un horno de microondas 

por 25 segundos, se agita bien, y se procede a dejarlo enfriar un poco para teñirlo con 

bromuro de etidio. A continuación se vierte en la cámara de electroforesis con los 

peines puestos y se deja enfriar, aproximadamente 20 minutos, para finalmente 

sumergirlo en TBE lX, cargar las muestras (5µ1 de muestra más 1 o 5 µI de buffer de 

carga), colocar tapa con electrodos e iniciar la electroforesis. 
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APÉNDICE III. MONTAJE DE PCR PARA AMPLIFICAR locus DQBl DE LINEAS CELULARES 

Y MUESTRAS DE DNA 

Para un volumen final de 25 µI, agregar al tubo de reacción: 

REACTIVO CONCENTRAOON 

Agua Milli Q 

Buffer (NH-1) lOX 160mM 

dNTP's 2mM 

MgCJi 50mM 

Primer5' 25 pmol/µl 

Primer3' 25 pmol/µI 

Taq polimerasa 5U/µI 

Se homogeniza esta mezcla, se agrega a cada tubo 22.5 µI de la mezcla de reacción, para agregar 2.5 µI del 

DNA y al control negativo 2.5 µI de agua para llegar al volumen de 25 µI, se llevan a el termociclador para su 

amplificación por medio del siguiente programa: 

Paso 1 95ºC por 4 min 

Paso 2 95°C por 30 seg 

Paso 3 63ºC por 50 seg 

Paso4 72°C por 30 seg 

Paso 5 Ir a 2, 32 veces 

Paso 6 72°C por 8 min 

Paso 7 15°C por siempre 

Paso 8 Fin 

Se deben dejar las muestras en el paso 7 al menos 15 minutos antes de ser sacadas del termociclador para su 

almacenamiento a -35ºC o preparación para por medio de electroforesis horizontal, observar su amplificación 

sobre un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. 
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APÉNDICE IV PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS A TIPIFICAR POR LA TÉCNICA DE 

RSCA 

Se montaron las /adder.s-dividiéndose en dos grupos, para DQBl *0603 Y DQBl *0604 de la siguiente manera: 

DQB1*0603 

DQBl *0604, *0201, *0502, *050301, *060101, *0302, *0602, *0402, * 050101, *030101 y 

*030302. 

DQB1*0604 
DQB1*0603, *0502, *050301, 060101, *0302, *0402, *050101, *030101, *0202y *030302 

Se marcaron los tubos (200 µl ) para cada una y se agregaron a todos estos tubos 1 µJ de FLR Wf47 más 3 µJ 

del producto de PCR DQBl de estas líneas celulares. 

Ya con su respectivo volumen de 4 µI, los tubos se centrifugaron e introdujERON al termociclador para su 

desnaturalización y anillamiento, con el siguiente programa: 

Paso 1 95°C por 4 min 

Paso 2 SSºC por 5 min 

Paso 3 15ºC por siempre 

Paso 4 Fin 

Antes de sacar las muestras, se deben dejar en el paso 3 al menos 15 minutos. 

Para cargar las muestras en el gel vertical de polyacrilamida, se añade a cada tubo buffer de carga para RSCA, 

se centrífuga nuevamente, para bajar la muestra y se carga en el gel 1 µI de las muestras a tipificar. 

Al finalizar con la carga de muestras en el gel (lµl), se colocan los electrodos, se cubre el láser y se cierra la 

tapa del aparato para iniciar con la lectura de este. 

Para comenzar la electroforesis se deben tener las siguientes condiciones: 

Run time: 400 minutos 

Voltaje: lOOOV 

Current: 80 A 

Power: 30W 

Temp: 40ºC 

Sampling interval: 2s 

Se baja la tapa del secuenciador y en el programa se da la orden de iniciar. 
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Para analizar los resultados se abre en el programa al/ele /ociJtor" et etectroferograma con los picos obtenidos 

de la electroforesis, asignándole a todos los primeros un valor de 1 (iniciador) y al segundo pico relevante et 

valor de 1000, correspondiente al homodúplex formado por la referencia. Posteriormente se da inicio al 

análisis de los picos formados después de cada referencia, ya que, conociéndose el alelo de la línea celular se 

puede localizar este por el tamaño del pico y et valor asignado por el programa. 

Los picos que no son relevantes son descartados. 

PREPARAOÓNDEL GEL DE POUACRILAMIDA 

Antes de preparar et gel los platos son bien lavados y al secarse limpiados con isopropanol. A ambos platos se 

les aplica en su parte superior bind silane y en el plato principal se colocan los espaciadores y se coloca sobre 

este el segundo plato fijándose a ambos con clips. 

Gel: 

MD Gel solution (Bio-Whittaker)con concentración final de 0.25X 

IBE lOX buffer 

H:z()MilliQ 

Persulfato de amonio al 10% (0.0Sg diluidos en 500 µJ de agua Milli Q) 

TEMED (comienza a polimerizar al gel). 

Con una jeringa de SOml se toma un poco de la solución y se mezcla, rápidamente se llena y se inyecta a los 

platos evitándose formar burbujas. El gel polimerizará en 45 minutos. 
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