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RESUMEN
Ma. del Carmen Villalobos Torres Fecha de Graduacion: septiembre, 1999

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicins

Titulo del Estudio: FRECUENCIAS ALELICAS DE TRES MARCADORES GENETICOS
POLIMORFICOS EN UNA MUESTRA DE LA POBLACION DEL
NORESTE DE MEXICO.

Numere de péginas: 80 Candidata para el grado de Maestrfa en Ciencias
con especialidad en Biologia Molecular
e Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Génetica Molecular de Poblaciones.

Propésito y Método de Estudio: En Genética, los marcadores polimérficos a nivel de DNA
constituyen una herramienta poderosa para distinguir a los individuos. Los alelos particulares o
combinaciones de dichos marcadores genéticos son tinicos para un individuo, pero representan las
cualidades genéticas del grupo poblacional al que pertenece. Es por ello importante conocer las
frecuencias de los diferentes alelos de dichos marcadores en una poblacién determinada, para asi
identificar los marcadores mas informativos para cada poblacién.

En este trabajo se determinaron en una muestra de 103 individuos del Noreste de México, las
frecuencias alélicas y genotipicas de tres marcadores genéticos polimérficos, dos minisatélites: Apo B
y D1880 y uno de secuencia codificante: HLADQAL. A partir del DNA recuperado de sangre venosa
periférica de cada individuo, se amplificé cada marcador genético mediante PCR. Los fragmentos
amplificados de los minisatélites se resolvieron por electroforesis vertical en geles discontinuos de
poliacrilamida teflidos con bromuro de etidio y se analizaron con un equipo de fotodocumentacién. El
marcador HLADQALI, se tipifico mediante hibridacién reversa en mancha del producto amplificado
con sondas oligo-alelo especificas, utilizando un estuche comercial.

Contribuciones y Conclusiones;

Los resultados obtenidos para cada marcador en este trabajo se resumen a continuacién:

Apo B: se encontraron 16 alelos diferentes, siendo los més frecuentes el de 37 (23.301%) y el de 39
repeticiones (27.670). Ademds, se detectaron 44 genotipos diferentes: 41 heterocigotos y 3
homocigotos, resultando el mas frecuente el 37/39 (15.53%), seguido del 39/39 (7.77). La parametros
de utilidad de este marcador son: Heterocigosidad (h) del 84%, Poder de Discriminacién (PD) del
95.1% y Poder de Exclusién (PE) del 70.08%.

D18S80: se encontraron 20 alelos diferentes, siendo los mas frecuentes el de 18 (23.301%) y el de 24
(20.388) repeticiones. Se detectaron 53 genotipos diferentes, resultando el més frecuente el 18/24
(9.71%), seguido por el 24/24 (5.83%). La parametros de utilidad de este marcador son: h= §7.0%,
PD=96.7% y PE= 75.4%.

HLADQAL: se encontraron 6 alelos diferentes, siendo ¢l alelo 4 ¢l mas frecuente (38.35%). Se
detectaron 18 genotipos diferentes, encontrAndose como mas frecuente al 3,4 (20.39%). Los
parametros de utilidad de este marcador son: h= 76.0%, PD= 89.6% y PE= 54.42%.

Los tres marcadores estudiados resultaron polimérficos y en equilibrio de Hardy-Weinberg. En forma
conjunta tienen un poder de exclusion del 96.64% y un PCA de 1.9X10°. Aunque en si mismos estos
marcadores son de gran utilidad en prucbas de identificacion de individuos, es conveniente utilizar
otros marcadores junto con ellos, para aumentar los valores de PE y PCA de las pruebas de
identificacién de individuos.

FIRMA DEL ASESOR: \ L. {2
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 EIDNA y su estudio en los individuos

1.1.1 El DNA base de Ia herencia

El cuerpo humano est4 compuesto por billones de células, poseyendo cada una de
ellas (excepto los gametos) 46 cromosomas, 23 de ellos heredados por la madre y 23 por
el padre. Cada cromosoma es esencialmente una molécula de DNA, asociado a
proteinas, que contiene numerosos genes que almacenan y transmiten toda la
informacion genética requerida para el desarrollo de un individuo.

El DNA es una macromolécula de doble hélice cuya estructura fue descubierta por
Watson y Crick en 1953 (1). Es un polimero formado por dos cadenas complementarias
de desoxinucledtidos, capaces a su vez de replicarse para producir copias
complementarias de si mismas, asegurando de esta manera que el material genético sea
heredado integro y fielmente, de generacion en generacion.

Los eslabones del DNA los forman cuatro nucleétidos que difieren en sus bases
nitrogenadas (adenina, guanina, citosina y timina). La informacién genética consiste en

el orden preciso de los cuatro diferentes nucleétidos a lo largo de la cadena de DNA.



Los genetistas moleculares modernos tienen el gran desafio de determinar la
secuencia nucleotidica de los tres mil millones de nucledtidos que constituyen el genoma
humano, para comprender los mecanismos genéticos, de control del desarrollo y
entender los factores que desencadenan las enfermedades. Esta tarea es sin duda un gran

reto, pero también una gran oportunidad para impulsar ain mas a la Genética.

1.1.2 Genética de poblaciones

Una de las ramas de la Genética Humana, la Genética de Poblaciones, estudia la
distribucion de los genes en las poblaciones y cémo se mantienen 6 cambian sus

frecuencias alélicas y genotipicas.

1.1.3 Genes en poblaciones humanas

La especie humana, de cerca de 5 mil millones de individuos, se divide en
Caucisicos, Negros y Asiaticos. Estos tres grandes grupos con caracteristicas genéticas
claramente distinguibles se denominan razas y cada una esta formada por numerosos
subgrupos poblacionales, con ligeras diferencias genéticas entre si, denominados grupos
étnicos.

La diversidad genética entre razas y subpoblaciones tiene su origen en las
mutaciones. El establecimiento de las diferencias genéticas entre las poblaciones se

produce como resultado de la seleccion de mutaciones, en respuesta a condiciones



ambientales regionales, a la perpetuacién de mutaciones neutrales especificas y ain de
mutaciones nocivas, ademas del grado de reproduccion aislada entre los grupos.

Existen diferencias muy marcadas entre grupos poblacionales en las frecuencias
alélicas, tanto para genes causantes de enfermedades como para marcadores genéticos
neutrales selectivos, como lo son ciertos grupos sanguineos, algunos polimorfismos
proteicos y de DNA. Los primeros son muy significantes para la determinaciéon de
niesgos de recurrencia de enfermedades genéticas en poblaciones especificas y los

ultimos son importantes como marcadores de la evolucion humana reciente (2).

1.1.4 Diversidad genética entre individuos

Cada individuo es genéticamente unico. Esta individualidad radica en las
variaciones que se presentan dentro de su secuencia nucleotidica de manera silenciosa;
es decir, sin provocar enfermedad. Sin embargo, cada individuo mantiéne las
caracteristicas genéticas de la raza y subpoblacién (grupo étnico) al cudl pertenece.

Las mutaciones nocivas que producen cambios fenotipicos son facilmente
detectables. Pero, un gran niumero de mutaciones son selectivamente neutras, no causan
dafio y no se manifiestan fenotipicamente. En estas tltimas, la variacion se localiza en
regiones extragénicas 0 no codificantes, ¢ en regiones heterocrométicas de los

cromosomas.
En el transcurso de la evolucidn, el flujo constante de nuevas variaciones
nucleotidicas ha asegurado un alto grado de diversidad ¢ individualidad genética. Esta

puede manifestarse como cambios en el patrén de tincién de los cromosomas



(heteromorfismos cromosomales), variaciones protéicas (Ej. grupos sanguineos), 6

cambios nucleotidicos en diversas regiones del genoma (2).

1.1.4.1 Identificacién de individuos

La identificacion de individuos se ha realizado tipificando diferentes marcadores
genéticos como los antigenos de los grupos sanguineos, los del complejo mayor de
histocompatibilidad, isoenzimas y proteinas séricas.

Estos marcadores carecen de un alto grado de discriminacion e identificacién por
la baja frecuencia alélica que presentan y por el mimero limitado de marcadores. Pueden
resolver casos de exclusion, pero frecuentemente carecen de un alto grado de
identificacion positiva, por lo que se requieren pruebas muitiples (3).

Un gran nimero de proteinas diversas son utilizadas como marcadores genéticos,
cuya utilidad depende de la variabilidad heredable del DNA que las codifica.
Actualmente, la tipificacién del DNA se utiliza como una herramienta poderosa para la
identificacién de individuos con un mayor poder predictivo que el de las pruebas

seroldgicas.

1.2 Polimorfismos Genéticos

Gran cantidad de genes se caracterizan por tener un niimero relativamente comin
de alelos, que permiten clasificar a los miembros de una poblacién originada

naturalmente dentro de fenotipos finamente distinguibles.



Un polimorfismo genético se define cuando un gen tiene multiples alelos y donde
al menos dos de ellos tienen frecuencias mayores al 1% entre la poblacién y cuando la
frecuencia de heterocigotos en la poblacion es de al menos 2%. No obstante, debido a
que muchos loci polimérficos se caracterizan por tener un alto numero de alelos
diferentes, la proporcién de heterocigotos es mucho mayor. A los alelos con frecuencias

menores de 1% se ie llaman variantes raras (2).

1.2.1 Usos de los polimorfismos en Genética

Los polimorfismos se utilizan como marcadores genéticos que permiten

distinguir el patron de herencia de un gen en estudios familiares.

Tienen aplicacién practica en:

a. Localizacion y mapeo de genes en cromosomas individuales mediante estudios de
andlisis de ligamiento.

b. El diagndstico presintomitico y prenatal, asi como en la deteccién de portadores
(heterocigotos) de enfermedades genéticas.

¢. La evaluacién del riesgo en personas con predisposiciéon a desérdenes como
enfermedades coronarias, cancer y diabetes, entre otras.

d. Estudios de paternidad, forenses y casos de inmigracion.

e. Establecer la compatibilidad donador-receptor para realizar transplantes de tejidos y
organos.

f. La identificacion de gemelos idénticos.



1.2.2 Polimorfismos a nivel del DNA

Los recientes avances en genética molecular han permitido explorar la
variabilidad directamente en el DNA, logrando asi €l desarrollo de poderosos sistemas
de tipificacién que han revolucionado no sélo a la medicina, sino también a otros
campos de la Biologia (4). Los polimorfismos en la estructura del DNA son la base de
los andlisis genéticos. Las primeras variantes de secuencia en el DNA humano que
fueron analizadas directamente fueron cambios de una base que destruian o creaban
sitios de reconocimiento para una enzima de restriccion. Se les refiere como
polimorfismos en €l tamafio de los fragmentos de restriccion (Figura 1). En este tipo de
polimorfismos solo hay dos posibilidades alélicas, su informatividad es limitada a un

maximo de heterocigosidad del 50% (5).

1.2.2.3 Regiones Hipervariables

El descubrimiento de Wyman y White en 1980 de un segmento de DNA humano
al cudl definieron como locus multialélico fue la primera demostracién directa de la
existencia de regiones hipervariables (HVRs) en el DNA humano (6).

Mas recientemente, un niimero mayor de loci multialélicos han sido descritos(7,
8, 9). En cada caso, la regién hipervariable consiste de repeticiones en tandem de
secuencias cortas. La hipervariabilidad en estos minisatélites deriva del cambio en el
numero de repeticiones, presumiblemente inducida por recombinacién desigual entre
minisatélites mal alineados o por deslizamiento de la horquilla principal de replicacion,
originando ganancia o pérdida de unidades repetidas. Como resultado de ésto, se genera
una variabilidad alta de alelos de diferentes longitudes y una frecuencia de heterocigotos

para éstos en algunos casos de hasta el 100% (10).



El genoma humano conticne cientos de segmentos altamente polimoérficos
(aproximadamente un 25%), caracterizados por la repeticién en tandem en numero
variable de ciertas secuencias. Estas, estdn esparcidas en el genoma humano, asi como
en otros genomas eucaridticos, desplegando una amplia variabilidad en el mimero de
unidades que se repiten, encontrandose unidades desde 5 000 000 hasta repeticiones de
dinucléotidos o incluso mononuclebtidos (11). Estos segmentos se denominan
colectivamente "Regiones Hipervariables" (HVR) o "VNTRs", y se subclasifican en
micro- y minisatélites, dependiendo del tamaifio y la estructura de la secuencia que se
repite (Figura 1). Los marcadores VNTR son altamente informativos y tiles para
realizar analisis de ligamiento genético, diagndstico clinico e identificacion de

individuos.

1.2.2.4 Microsatélites o STRs

Las regiones hipervariables en donde la secuencia principal (core) que se repite
en tandem tiene un tamafio de 2 a 5 pb, se denominan microsatélites o polimorfismos de
repeticiones cortas en tandem (de sus siglas en inglés STRs).

El caracter polimérfico de los loci STRs es el resultado de la variabilidad en el
nimero de repeticiones en tandem de un alelo a otro. Diferentes tipos de loci STRs han
sido descritos incluyendo di-, tri- y tetranucléotidos (12, 13, 14).

Hoy en dia, el andlisis de los STRs mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas del inglés) es un método ampliamente utilizado para realizar la
identificacion de individuos (15, 16, 17, 18) . Ademds se pueden amplificar varios loci
STRs mediante PCR multiplex y detectar los fragmentos con tincién con plata o en

forma automatizada utilizando diferentes compuestos fluorescentes (19).



1.2.2.5 Minisatélites 0o VNTR’s

El DNA minisatélite consiste de repeticiones cabeza-con-cola (tandem) de una
secuencia pequefia repetida en tandem (8-90 pb). La variacién alélica de estos loci se
deriva del nimero de repeticiones, y por consiguiente del tamafio de la region.

El nimero de alelos posibles es en principio ilimitado. Se pueden encontrar un
gran numero de alelos diferentes para un loci especifico, siendo algunos incluso raros o
de frecuencia baja en una poblacién determinada. Un locus serd mucho mas informativo
mientras mas variable sea; es decir, con un gran nmimero de alelos diferentes y cada uno
con baja frecuencia. Gran nimero de minisatélites son utilizados en una amplia variedad
de andlisis genéticos debido a su alto nivel de informatividad y a sus numerosas ventajas

(20).

1.2.2.6 Analisis multi-locus

La deteccién simultinea de una gran cantidad de loci hipervariables se ha
convertido en una poderosa herramienta en el analisis genético. La alta resolucidn
lograda por la combinacién de un gran numero de regiones altamente variables o
polimoérficos hace posible identificar un perfil individual especifico, al que se ha llamado
huella digital de DNA o huella genética (DNA fingerprinting en inglés). Los estudios de
huella genética tienen aplicacién principalmente en establecer relaciones de parentesco
familiar y en identificacién forense. Ademas de ser utilizados en humanos, también

tienen importantes aplicaciones en otras areas (21).



1.2.2.7 Perfiles unilocus

Los loci minisatélites hipervariables estudiados en forma independiente, se
utilizan como marcadores genéticos altamente informativos. Algunas de las aplicaciones
de los minisatélites unilocus son:

En estudios de ligamiento de enfermedades genéticas, que se pueden realizar mas
eficientemente usando marcadores tipo minisatélite que son extremadamente
informativos.

Permiten distinguir con eficiencia los dos alelos de un individuo de un locus
especifico, siendo de particular importancia para detectar la pérdida de alelos en tumores
(22) y detectar cariotipos anormales como en las disomias uniparentales (23).

En la determinacion de la identidad en individuos a partir de especimenes
forenses, el estudio de un locus requiere una cantidad muy pequefia de DNA (50 ng de
DNA gendémico humano), en comparacién con el andlisis del DNA con pruebas tipo
multilocus, donde la cantidad de DNA debe de ser mayor; ademas de que se puede
realizar el estudio en mezclas de DNA en casos forenses (24).

Las prucbas son més sencillas que las que utilizan pruebas multilocus. Los
perfiles que se obtienen son de facil interpretacién y pueden introducirse en bases de
datos para estimar el tamafio de los alelos. Las pruebas son especificas para DNA
humano y no se presenta hibridacién cruzada con DNAs de otras especies, a diferencia

de las pruebas multilocus (20).



1.2.2.8 Tipificacién de VNTRs por PCR

La técnica de Southern blot se utilizaba inicialmente para realizar la
genotipificacion de marcadores tipo VNTRs. Este ensayo requeria de mucho tiempo,
radiactividad y grandes cantidades de DNA (microgramos). Las regiones HVRs se
pueden analizar mediante técnicas de hibridacién tipo Southern blot con sondas unilocus
o multilocus marcadas con radiactividad, fluorescencia o con sustancias quimicas
cromogénicas.

La PCR vino a aumentar en mucho la sensibilidad de la tipificacion de VNTRSs,
ya que puede realizarse a partir de ng de DNA (25). Ademds, ha venido a aportar
numerosas ventajas como el no utilizar radiactividad, su mayor rapidez, menor consumo
de reactivos y materiales, etc.

Con iniciadores colocados de manera especifica fuera de las unidades de
repeticion y que son regiones no repetidas, se obtienen fragmentos amplificados por
PCR, de longitud correspondiente al mimero de repeticiones. Esta técnica representa un
método conveniente para analizar loci VNTRs y se le conoce como AmpFLP:
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados.

Utilizando la técnica Amp-FLP se pueden amplificar VNTRs con tamafio de
hasta 2 kb y los fragmentos pueden resolverse mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida de alta resolucién (PAGE). Los fragmentos pueden visualizarse con
técnicas de tincién con bromuro de etidio, plata, hibridando con sondas marcadas con
fluorescencia o con cromégenos. En la figura 1 se ilustra la manera en que funcionan los
tres tipos de polimorfismos mencionados y a continuacién se describen los que se

seleccionaron para el presente trabajo de tesis.
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Figural. Amplificacién de polimorfismos de DNA por PCR. Esquema de los
polimorfismos que pueden ser amplificados por PCR: a) RFLP’s, b)
VNTR'’s y ¢) STR’s. Los iniciadores en todos los casos tienen que
flanquear las regiones polimorficas.

1.3 El marcador genético Apo B

1.3.1 Elgen ApoB

El gen que codifica para la Apolipoproteina B (ApoB) se encuentra localizado en
el brazo corto del cromosoma 2 (2p24-p23) (26). El gen mide 43 kb y contiene 28
intrones. Su RNAm tiene una longitud de 14,121 nucleétidos y codifica para una
proteina monomeérica de 4,563 aminoacidos con un péptido sefial de 27 aa (27). El gen
ApoB en realidad codifica para dos proteinas: ApoB-100, de 513,000 daltons, que se
sintetiza en el higado, y ApoB-48 de 250,000 daltons, sintetizada en el intestino. Esto

como resultado de la accion de la enzima citosin desaminasa que se une al RNAm de



Apo B en el codon 2,153 (CAA= Gln) y convierte la C en U, introduciendo un codén de
terminacion prematuro (UAA=Terminacién). La ApoB-48 producida en el intestino a
partir del RNAm modificado corresponde a la mitad del extremo amino terminal de la

Apo B-100 (28).

1.3.2 Minisatélite 3’ en el gen Apo B

Estudios realizados utilizando el DNAc de Apo B y sondas genémicas, hicieron
posible la identificacién de polimorfismos de longitud en los fragmentos de restriccién
(RFLP’s) en el extremo 3 del gen Apo B (29). La digestion enzimética de diferentes
DNAs humanos en sitios flanqueantes a esta region y utilizando analisis tipo Southern
blot, revelaron regiones que variaban en aproximadamente 300 pb de longitud con cinco
alelos distinguibles. Este polimorfismo se origina por un minisatélite rico en AT que
consiste de repeticiones en tandem de dos subunidades centrales “core™ de 15 pb y de
secuencias estructuralmente relacionadas, denominadas x (ATAATTAAATATTITT) y y
(ATAATTAAAATATTT). Estas dos secuencias estan muy relacionadas, difieren
solamente en las posiciones 10-12 donde la secuencia x tiene TAT y la y tiene ATA.
(30). Este locus hipervariable se localiza a menos de 100 pb hacia el extremo 3’ de la

segunda seiial de terminacion de la transcripcion del gen Apo B (26).
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1.4 El marcador genético D1S80

1.4.1 El minisatélite D1S80

El locus hipervariable D1S80 fue inicialmente identificado por la sonda
pMCTI118. Se localiza en el brazo corto del cromosoma | y tiene una segregacion

autosémica codominante (31).

El locus DiS80 contiene secuencias de DNA repetidas en tandem (VNTR) (32). La
unidad que se repite tiene un tamafio de 16 pb de longitud y los alelos tienen tamarios

variables desde 350 a 1000 pb. Mas de 22 alelos diferentes han sido identificados y con

repeticion de unidades desde 14 hasta 50 veces (33).

1.4.2 Anailisis de D1S80 por Amp-FLPs

El locus D1S80 fue clonado y secuenciado, 1o que permiti¢ identificar secuencias
conservadas flanqueantes a la regién hipervariable que sirvieron para disefiar iniciadores
y utilizarlos para su amplificacién y tipificacién por PCR (34).

Ademas, la secuencia nucleotidica obtenida confirmé que el tamafio de la unidad

que se repite es de 16 pb y revelé que contiene una secuencia “core” GNNGTGGG,

caracteristica de los VNTRs ricos en G.

Dado que los alelos varian en el nimero de repeticiones, el tamafio de los

fragmentos amplificados es variable. Estos pueden ser resueltos y tipificados mediante el
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analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida, de alta resolucién, discontinuos y

teflidos con bromuro de etidio o con plata (34, 35, 36).

1.4.3 Utilidad de D1S80

D1S80 es un minisatélite altamente polimérfico que tiene su aplicacién principal
en estudios de identificacion de individuos.

El locus D1S80 es uno de los marcadores Amp-FLP mas utilizados en el campo
forense (33, 34, 37) es especifico del DNA humano y se hereda en forma mendeliana
(38).

El Departamento de Genética Humana de la compailia Roche Molecular
Systems, Inc. (Alameda, CA) ha desarrollado un estuche de tipificacion para D1S80
(AmpliFLP D1S80 PCR Amplification Kit). La validacién realizada a este estuche
demostré que la tipificacibn se puede hacer a partir de muestras biolégicas como
manchas de sangre, semen y saliva (38).

Se han obtenido resultados confiables en el analisis de D1S80, a partir de restos

humanos en descomposicién, demostrando asi que muestras que no son adecuadas para

el analisis por RFLPs pueden ser analizadas utilizando marcadores Amp-FLPs (39)
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1.5 El marcador genético HLADQAL1

1.5.1 El Complejo Mayor de Histocompatibilidad

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) esta compuesto por un gran
grupo de genes localizados en el brazo corto del cromosoma 6. En base a sus diferencias
estructurales y funcionales, se dividen en las Clases I, IT y III. Cada una de éstas es
altamente compleja y polimérfica (Figura 2).

Las clases I y II corresponden a los genes de los antigenos de los leucocitos

humanos (HLA), descubiertos originalmente en virtud a su importancia en el transplante
de tejidos entre individuos no relacionados.
Los genes de la clase III del MHC incluyen genes para proteinas como el factor
properdina B, C2 y C4, que son parte del sistema de complemento, una serie de
proteinas séricas polimorficas y de receptores membranales involucrados cercanamente
en la funcién inmune. Estos genes no se consideran dentro de los genes HLA por ser
funcionalmente diferentes a la clase I y II (2).

Los genes de la Clase I (HLA-A, HLA-B y HLA-C) codifican para antigenos
integrales de las membranas plasmaticas de células nucleadas. Estos antigenos no
solamente estan involucrados en el rechazo de transplantes, sino que también tienen un
papel critico en la inmunocompetencia, en el reconocimiento e interaceién de linfocitos
y en el desarrollo de autotolerancia. Un antigeno de Clase I consiste de dos subunidades
polipeptidicas, una cadena pesada codificada por e/ MHC y un polipéptido no

polimérfico, B; microglobulina, codificado por un gen del cromosoma 15 (2).

15



{oPa11H{oPA1 Hioo-{ DaBt H baAT -—{oreT}{ ores4H oRa |-

0101 (1.1}
*0102 (1.2)
*0103 (1.3)
*0201 (2.0)
*0301 (3.0)
*0401 (4.2)
*0501 (4.1)
0601 (4.3)

Figura 2 Esquema de la regién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad. Se
representan las clases I, II y III, asi como los genes que la forman. También se
mencionan los 8 diferentes alelos descritos para DQA1 (entre paréntesis se
indica la nomenclatura utilizada en este trabajo).

Los genes de la Clase I HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR codifican antigenos que
se expresan en los linfocitos B, macréfagos, monocitos, células endoteliales y linfocitos
T activados. Cada molécula de clase II es un heterodimero formado por dos
glicoproteinas transmembranales estrechamente unidas, una subunidad o y una 3, ambas
codificadas por el MHC.

Los antigenos HLA clase I y II participan de manera muy importante en el inicio

de la respuesta inmune, ya que se encargan de presentar el antigeno a los linfocitos T al

formar el complejo antigeno-molécula HLA (40).
Se han descrito otros genes de la clase I y II, algunos son pseudogenes. La

identificacion de epitopes de clase 1 y II puede realizarse a nivel celular, de proteinas y

del DNA.
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Los genes de los loci MHC son aitamente polimérficos, es decir que en una
poblacién determinada existen diferentes alelos para cada locus. Cada individuo
perteneciente a una poblacién hereda dos alelos especificos en cada locus, caracteristica

que lo distingue genéticamente de otro individuo.

1.5.2 El estudio genético de HLA

El Sistema Mayor de Histocompatibilidad (HLA en humanos) es uno de los
sistemas polimérficos mejor estudiados para establecer diferencias entre poblaciones y
asociacién con enfermedades (40).

Los genotipos en los loci HLA clase [ y II inicialmente se identificaban con
anticuerpos policlonales selectivos que discriminaban variantes antigénicas. Con el
advenimiento de la tecnologia del DNA recombinante, fue posible estudiar ampliamente
los genes y sus polimorfismos, en esta region del cromosoma 6.

Los antigenos HLA controlan la regulacion de la respuesta inmune. La seleccién
natural pudiera explicar el patrén de la variacion global de las frecuencias alélicas en
este complejo génico. Gracias a la alta variabilidad que presentan los loci HLA, son
utilizados ampliamente en estudios de parentesco y para estudiar la migracién y el

origen de las poblaciones humanas (41).

1.5.3 Anadlisis molecular de los genes de clase II (HLAD)

Procedimientos serologicos, asi como ensayos celulares y moleculares, se han

utilizado para realizar la tipificacién de la regiéon HLA-D (42).
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La tipificacién mediante DNA ha permitido establecer la organizacién molecular
de la clase II, definir alelos y establecer susceptibilidad a enfermedades (43, 44, 45, 46).
Diferentes metodologias como los RFLPs han sido utilizados para definir nuevos alelos
DR, DQ y DP. Se han utilizado ensayos de hibridacién con sondas marcadas con *°P y
miés recientemente con biotina, PCR seguida de la digestién con enzimas de restriccion,
asi como la amplificacién con iniciadores de secuencia especifica (SSPA) (44, 46, 47,

48).

1.5.3.1 Hibridacién alelo especifica de HLADQA1

El uso de la PCR y sondas oligo-alelo-especificas (de sus siglas en inglés SSOP)
ha facilitado el estudio de los polimorfismos HLA en genes especificos de este complejo
génico (46, 49). El mas estudiado por PCR-SSOP es el locus HLADQAL (DQa) (41).
Este gen es de la clase Il y contribuye en la respuesta inmune codificando la cadena
a del heterodimero de superficie en las células presentadoras de antigenos. El
polimorfismo de DQAL1 se localiza en el segundo exén del gen y al menos 8 alelos

pueden ser detectados mediante PCR-SSOP (DQA1*0101,-*0102, -*0103, -*0201, -

*0301, -*0401, -*0501, y -*0601). La compaiiia Perkin Elmer también desarrollo un

estuche para la tipificacién de DQAI, el cual ha sido utilizado ampliamente para
caracterizar diferentes poblaciones, y es capaz de identificar 6 alelos (los alelos -*0401, -

*0501 y -*0601 se tipifican por una sola sonda). La combinacion de estos 6 alelos

origina 21 genotipos diferentes (48, 50).
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1.6 Justificacién

Es muy importante la caracterizacién de poblaciones para que los genetistas
interesados en llevar a cabo la identificacién de individuos, utilizando marcadores
genéticos, tengan una base de datos que fundamente estudios estadisticos y asi la
informacién derivada de los laboratorios de genotipificacion pueda ser interpretada en
forma adecuada. Existe una gran cantidad de marcadores genéticos, desde secuencias
codificantes muy polimérficas como las comprendidas en el sistema HLA, hasta
secuencias altamente polimoérficas de secuencias repetidas en tandem como los STRs y
VNTRs. Para escoger el sistema mas adecuado para la poblacién mexicana, es necesario
estudiar cada uno de ellos y obtener los datos de frecuencias alélicas y genotipicas.

Debido a lo anterior, se plantearon para el presente trabajo, los siguientes objetivos.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Determinar las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos D1S80, Apo B y

HLADQAI en una muestra de individuos del Noreste de México.

1.7.2 Objetivos especificos

1. Optimar condiciones de amplificacién y deteccion de las variantes alélicas para los

marcadores genéticos D1S80, ApoB y HLADQAI.

2. Determinar los alelos presentes en la poblacion del Noreste de México para cada

marcador.

3. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores genéticos

analizados.

4. Comparar la informacién obtenida con reportes descritos previamente en diferentes

poblaciones.

5. Determinar la utilidad de estos marcadores genéticos en la identificaciéon de

individuos y pruebas de paternidad.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de trabajo, reactivos y equipo

2.1.1 Areade trabajo
El trabajo experimental se realizo en el Laboratorio de Medicina Molecular de la
Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresién Genéticas (ULIEG) del

Departamento de Bioquimica, de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

2.1.2 Material biolégico

De cada uno de los individuos a analizar se obtuvieron muestras de sangre

periférica tratada con EDTA (50 mM, concentracién final), como anticoagulante.

2.1.3 Reactivos quimicos
Para el aislamiento de DNA se utiliz6 EDTA, SDS, NaCl, trizma base, triton X-
100 y fenol, adquiridos en Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri, EUA), asi
como 4cido clorhidrico, cloroformo, alcohol isoamilico y etanol, de Merck de México.
La amplificacién de D1S80 y Apo B se realiz con iniciadores sintetizados en la

ULIEG por el método de fosforamiditas en un sintetizador de oligonucle6tidos
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Beckman 1000 (Fullerton, CA, EUA). Se utilizaron también enzima Taq DNA
polimerasa de Perkin Elmer (Branchbury, NY, EUA), buffer de reaccién, cloruro de
magnesio y dNTP’s de Promega (Madison, WI, EUA) y aceite de Sigma Chemical
Company.

Para la electroforesis en geles de agarosa se utiliz6 agarosa, trizma base, EDTA,
dcido bérico, azul de bromofenol, xilene cianol y bromuro de etidio de Sigma Chemical
Company. Para la electroforesis en geles de poliacrilamida se utiliz6 acrilamida-
bisacrilamida, TEMED, EDTA, trizma base, glicerol, bromuro de etidio, 4cido
sulfiirico. Como patrones de referencia de tamafio en las electroforesis, se utilizaron los
DNAs plasmidicos pBR322 y pUCI8, digeridos con la enzima de restriccion Afu 1, el
DNA del bacteriéfago lambda de Gibco-BRL digerido con Pst 1. También, para
determinar el tamafio de los fragmentos amplificados se utilizaron un marcador tipo
escalera de 100 pb de Pharmacia (Alameda, CA, EUA) y un marcador alélico de D1S80
de Perkin Elmer. Las enzimas de restriccién fueron adquiridas en New England Biolabs
(Beverly, Ma, EUA), y los DNAs plasmidicos se obtuvieron mediante técnicas de
mediana escala realizadas en nuestro laboratorio siguiendo procedimientos estindares
(51).

La tipificacion del gen DQAI se realizo con el estuche comercial “Amplitype
HLADQAT1!" de Perkin Elmer. Para la hibridacién reversa enm mancha también se
utilizaron EDTA, SDS, NaCl, fosfato monosédico, acido citrico y citrato de sodio, de
Sigma Chemical Company y peréxido de hidrogeno de TJ Baker (San Antonio, TX,

EUA).



2.1.4 Material

Los tubos de microcentrifuga de 0.5, 1.5 y 2.0 ml, las puntillas de 0.010, 0.2 y
1.0 ml para las micropipetas de precision, los tubos cénicos de polipropileno de 15 y 50
ml y los guantes de latex fueron comprados a Cel Associates (Houston, Tx, EUA). Las
micropipetas de precision de volumen variable de 2, 10, 20, 200 y 1000 pul fueron de
Rainin Instruments (Wobum, MA, EUA). También se utiliz una pipeta repetidora

Eppendorf (Westbury, NY, EUA).

2.1.5 Equipo

En €] aislamiento de DNA se utilizd una centrifuga clinica de mesa Beckman
TJ6, un vortex modelo 37600 de Thermolyne (Dubuque, lowa, USA), una balanza
granataria Sartorius modelo 1206 MP (Camibh, Gottingen, Germany) y una
microcentrifuga Eppendorf modelo 5412.

Para analizar los productos amplificados de la PCR se utilizaron cdmaras de
electroforesis horizontal Fotodyne (Hartland, WI, EUA), camaras verticales de 20x20
cms y una fuente de poder de Gibco-BRL modelo 250 (Gaithesrsburg, MD, EUA).

Para analizar Jos geles, tanto de agarosa como los de poliacrilamida, se utiliz6 el equipo

de fotodocumentacién Gel Doc 1000 y el programa Molecular Analyst de Bio Rad

(Hercules, CA, EUA ).

2.1.6 Apoyo computacional

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora modelo AcerPower

P75 y un sistema de andlisis dimensional de geles compatible con PC, constituido de
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una cdmara de video, una fuente de luz UV y una computadora (Gel Doc System, BIO
RAD). Los periféricos compatibles para Macintosh utilizados fueron: Modem Global
Village Communication Inc. Modelo eleport/Silver A801 (East Middlefield Road
Montain View, Ca,. EUA); digitalizador de imagenes de cama plana UMAX data
System Inc. modelo UC630 MaxColor (Industrial Park Hsinchu Taiwan, R.O.1.).

El procesador de texto utilizado fue Microsoft Word 97 (1983-1997 Microsoft
Corporation), procesadores de graficos Microsoft Power Point 97 (1987-1997 Microsoft
Corporation), Adobe Photoshop Limited Edition 2.5.1 (1989-1993 Adobe Systems
Incorporated) y UMAX Scan (1990-1991 UMAX Scanner Driver, Impact Research
Inc.). El programa utilizado para comunicacidn en la red fue el Netscape 2.0.

Los programas computacionales de Biologia Molecular empleados fueron:
Amplifly version 1.2b (Bill Engels 1992 University of Wisconsin Genetics M. Madison,
Wi. EUA), Oligo versiéon 4.0 (1992, Plymouth, Mn, EUA), Molecular Analyst 1997
(BIO RAD). Graphic Converter versién 2.7 (US) (1997, Shareware, ThorstenLemke).
Los programas utilizados por via Internet en un servidor remoto fueron: Entrez
(National Center for Biotechnology Information (NCBI); BLAST Network Service
(Blaster) y Retrieve [National Center for Biotechnology Information (NCBI)], GenBank

(ICEGEB, Trieste, Italia).
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2.2 Estrategia experimental general

Para cumplir los objetivos planteados se sigui6 la estrategia general ilustrada y detallada

a continuacién (Figura 3).

1. Se recolectaron un total de 103 muestras de sangre periférica con EDTA como
anticoagulante, de cada una se extrajo el DNA genémico con la técnica TSNT y se
formé un banco.

2. Seestimé la calidad y cantidad de cada DNA en geles de agarosa al 0.8%.

3. Se amplificaron las regiones correspondientes a los marcadores a analizar: D1S80,
Apo B y HLADQALI, por PCR y utilizando los iniciadores respectivos para cada
uno.

4. Se verifico el éxito del PCR sometiendo el producto amplificado a electroforesis en
gel de agarosa al 2%.

5. En el caso de los VNTR's Apo B y D1S80, la resolucién de los fragmentos se
realizo mediante electroforesis vertical en geles de poliacrilamida discontinuos,
teflidos con bromuro de etidio y se observaron con luz ultravioleta.

6. Se generaron imagenes digitalizadas utilizando el equipo de fotodocumentacion Gel
Doc y se analizaron con el programa computacional Molecular Analyst.

7. Enel caso de HLADQALI, se realizo la hibridacién reversa en mancha del producto

amplificado con sondas oligo-alelo-especificas.

8. Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos para cada marcador

genético.
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Figura 3. Estrategia experimental general. Se ilustran los pasos experimentales
realizados en este trabajo para analizar los marcadores genéticos Apo B,
D1S80 y HLADQALI.

2.3 Métodos

2.3.1 Estudio de los marcadores genéticos D1S80, Apo By HLADQAI

2.3.1.1 Marcador genético Apo B

2.3.1.1.1 Optimacién de las condiciones de amplificacion. Para la
amplificacion por PCR del marcador genético Apo B, primeramente se realizé la
optimacién de los parametros de PCR como son: concentracién de DNA, temperaturas y
tiempos dptimos, concentracion de MgCl, , concentracion de iniciadores, etc.
Para la amplificacién de la regién minisatélite del gen de Apo B se sintetizaron en

nuestro laboratorio los iniciadores descritos por Boerwinkle y cols (52):
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Apo B sentido: 5’- atg gaa acg gag aaa tta tg -3’

Apo B antisentido:  5’- cct tct cac ttg gca aat ac -3’

Para establecer las condiciones de amplificacion se realizaron diferentes
experimentos manteniendo constantes las concentraciones de buffer de la enzima,
dNTP’s, DNA polimerasa Taq y oligonucléotidos, asi como las temperaturas y tiempos
de la amplificacién y variando concentracién de DNA y/o MgCl,.

Primeramente se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de
MgCl,, de un minimo de 1.0 mM hasta un maximo de 2.5 mM, utilizando 1 pg de DNA
y condiciones estindares de amplificacion.

En seguida se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de DNA
desde 0.2 ng/ul hasta 100 ng/ul (10 ng a 5 pg de DNA por reaccién de S0 ul) en
condiciones estandares de amplificacion y con 1.5 mM de MgCl,, ya que el

experimento anterior demostré una mejor amplificacion con esta concentracion de

MgCl;. Los resultados se analizaron en geles de agarosa al 2%.
2.3.1.1.2 Amplificacion de las muestras para el marcador Apo B, Las

muestras se amplificaron con las condiciones dptimas encontradas experimentalmente y

descritas en las Tabla 1 y 2.

27



Tabla 1

Reaccion de PCR para el marcador genético Apo B

Reactivo Cantidad ui Concentracion final
Buffer DNA pol Taq 10X 25 1X
Primer sentido 10 pM 2.5 1 M
Primer antisentido 10 pM 25 1 uM
MgCl, 25 mM 15 1.5 mM
dNTP’s 10 mM 0.5 0.2 mM
DNA pol Taq 5U/ul i 03 | 006U
DNA 50 ng/pl 2.0 4 ng/pl
(100 ng por Rx)
Volumen de reaccién 25
Tabla 2

Condiciones de amplificacién para Apo B

Temperatura (°C) Tiempo (min)
I ciclo 94 5
 26cicles | 94 1
58 6

2.3.1.1.3 Verificaciéon de la amplificacién en gel de agarosa. Las muestras

amplificadas se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TBE por espacio de 3h, se tifié
con bromuro de etidio al 0.3 pg/ml y se observd en un equipo de fotodocumentacién

Gel Doc 1000 (Bio Rad Laboratories)
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2.3.1.1.4 Resolucién de los fragmentos amplificados. Los productos
amplificados obtenidos se resolvieron mediante electroforesis vertical en geles
discontinuos de poliacrilamida (gel concentrador al 3% y gel de resolucion al 8 %; ver
Tabla 3). Se utilizé una cdmara de electroforesis vertical de 20x20 cms con peine de
teflon de 20 carriles y 0.8 mm de espesor. Los vidrios utilizados se lavaron
perfectamente con jabén, etanol y agua destilada. Una vez secos, se coloc6 una capa de
silicon (sigmacote) utilizando una torunda de algodén y se dejo secar al aire. Se
acomodaron los vidrios y los separadores y se sellaron los lados con cinta plastica. Se
prepard la mezcla para 13 cm del gel de resolucion, se vacié y se dejé polimerizar,
enseguida se vaci6 otra mezcla para 3 cm del gel concentrador, se coloco el peine y se
dejé polimerizar. Se colocaron 5 pl de cada producto amplificado y 1 pl de jugo azul
6X en cada carril, se colocaron como referencia los marcadores de peso molecular
pBR322 digerido con la enzima de restriccion Alu I y un marcador tipo escalera de
fragmentos de 100 pb. La electroforesis se realizé en buffer de Tris-sulfato 9 mM,
Acido bérico 90 mM y EDTA 2 mM, a pH 9.0 y se corrié por espacio de 5 h a 200 V.
Los geles se tifieron con bromuro de etidio a 0.3 ug/ml de reciente preparacion y se

observaron en el equipo de fotodocumentacién Gel Doc 1000.
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Tabla 3

Preparacion del gel discontinuo de poliacrilamida

[ T Gel concentrador (40 ml)
Reactivo Volumen (ml) Concentracion final
Acrilamida 40% 8.0 8% Acrilamida
0.1 % Bisacrilamida
_Glicerol 2.80 7%
_Tris-sulfato IM pH=9 1.32 33 mM
_Agua ultrapura 27.14
TEMED 0.067
Persulfato de Amonio 10% 0.670
E - Gel de resolucién (15 ml)
Reactivo Volumen (ml) Concentracion final
Acrilamida 40% 1.13 3% Acrilamida
0.1 % Bisacrilamida
Glicerol 1.05 7%
Tris-sulfato 1M pH=9 0.495 | 3BmM
Agua ultrapura 12.05
TEMED 0.025
Persulfato de Amonio 10% 0.250

2.3.1.1.5 Anilisis de imdgen y tipificacién de alelos Apo B. El analisis de los
geles se realizd generando imagenes digitalizadas con el equipo Gel Doc 1000
utilizando una integracién entre 2 y 4 segundos, dependiendo de los resultados
electroforéticos obtenidos. Con el programa computacional Molecular Analyst, se
calculd el tamafio en pb de los fragmentos ebtenidos mediante Analisis de Volumen,
tomando como estindares de referencia los tamafios de los marcadores de DNA,
pBR322 digerido con 4/u | y la escalera de 100 pb. Una vez conociéndose el tamafio de
los fragmentos provenientes de la amplificacién de los alelos Apo B, se aplico la

siguiente formula (53):
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Alelo ApoB= (pb—NRS)+4
15

Donde:

pb = es el tamafio en pb del fragmento amplificado.

NRS= es la longitud de las secuencias no repetitivas de los extremo 5” y 3° en el producto amplificado
en este caso de acuerdo a los primers utilizados es de 150 pb.

4 = se suman 4 pb por una Unica repeticién de 11 pb presente en los alelos Apo B.

15 =es el tamafio en pb de la secuencia repetitiva.

En la figura 4 se describe un ejemplo de la tipificacién en la microcomputadora de

Apo B.

Atgzanacggaganuttaty |2gpe

ftitatant taastafttt atasttanan tatitataat tanatatttt ataatinana tatttatant tanatatttt
atasttasas tattiatast tanatatttt ataattanaa tatttatant taaatattit atasttaaas tatitataat
taaatattit ataattanas tatttataat taaatattit atanttassa tatttataat tagatattit ataattanaa
tgittataat taaatattit ataattaana tgtttataat tacatatttt atasttansa tgtitataat tacatatitt
ataattasan tgtttatant tacatatitt ataattanan tgtitatast tacatatttt atanttasaa tgtitataat

tacatatttt atanttacat attttatana gtatitataa ttacatattt tatanttana gtatttataa ttacatatit

tataattana gtatttataa ttacatatt tataatican tatitatana ta

Fragmento amplificado=671 pb Alelo ApoB= (671-150)+4 =35
15

Figura 4 Ejemplo de la tipificacibn de Ape B. Se obtuvo del GenBank la
secuencia que contiene la region VNTR en el extremo 3’ del gen de Apo B (clave de
acceso J02775) reportada por Huang y Breslow en 1987 (54). A partir de ésta se realizd
la simulacidon del PCR con el programa Amplifly. Se ilustra la secuencia del producto
amplificado (de 671 pb), las secuencias donde se aparean los iniciadores sentido y
antisentido encerrados en bloques, con letras itdlicas y subrayadas, la secuencia no
repetitiva de los extremos 5° y 3’ del producto amplificado (150 pb, incluyendo los
iniciadores). También se incluye la formula para calcular el alelo Apo B respectivo, que
en este caso es el alelo Apo B de 35 repeticiones.
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2.3.1.2 Marcador genético D1S80

2.3.1.2.1 Optimacién de las condiciones de amplificacién. Para la
amplificacion por PCR del marcador genético D1S80, primeramente se realizod la
optimacién de los parametros de PCR, como son: concentracién de DNA, temperaturas
y tiempos Gptimos, concentracion de MgCl, , concentracién de iniciadores, etc.

Para amplificar la regién VNTR D1S80. Se utilizaron los iniciadores descritos

por Kasai et al (34):

D1S80 sentido= 5’-gaa act ggc ctc caa aca ctg cce-3’

DI1S80 antisentido= 5’-gtc ttg ttg gag atc cac gtg ccc-3°

Para establecer las condiciones de ampiificacién se realizaron diferentes
experimentos manteniendo constantes las concentraciones del buffer de la enzima, los
dNTP’s, la DNA polimerasa Taq y los iniciadores, asi como las temperaturas y tiempos
de la amplificacién y variando concentracion de DNA y/o MgCl, en un volumen de
reaccion de 25 pl.

Se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de MgCl,, de un
minimo de 0.5 mM hasta un maximo de 2.5 mM, utilizando 10 ng/pl. de DNA y

condiciones estindares de amplificacion,

En seguida se realizaron experimentos con diferentes concentraciones de DNA
desde 0.8 hasta 6 ng/ul (20 ng a 150 ng de DNA) en condiciones estdndares de

amplificacién y a concentraciones de 1 y 1.5 mM de MgCl,, respectivamente, tomando
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como referencia los resultados de la titulacién previa. Los resultados de estos

exprerimentos se analizaron en geles de agarosa al 2%.

2.3.1.2.2 Amplificacion de las muestras con el marcador D1S80. La
amplificacion del marcador genético D1S80 se realizé bajo condiciones dptimas de

reaccion descritas en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4

Reaccion de PCR para el marcador genético D1S80

Reactivo Cantidad pl Concentracién final

Buffer DNA pol Taq 10X 2.5 1X
Primersentido 10yM | 25 ' 1 pM

Primer antisentido pM 2.5 1 uM

‘MgCl, 25 mM 715 1 1.5 mM

dNTP’s 10mM | 05 | 02mM -
DNA pol Taq 5U/ul 0.3 j 0.06 U/ul

DNA 50 ng/l - ” 2.0 4 ng//pl
Volumen de reaccién 25.0

2.3.1.2.3 Verificacién de la amplificacién en gel de agarosa. Las muestras
amplificadas se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TBE por espacio de 3h, se tifié

con bromuro de etidio al 0.3 pg/ml y se observé en el equipo Gel Doc 1000.
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Tabla 5

Condiciones de amplificacién para D1S80

Paso Temperatura (°C) { Tiempo (min)
lciclo 94 5
30 ciclos 94 1
65 1
72 1
1 ciclo 72 7

2.3.1.2.4 Resclucién de los fragmentos amplificados. Los productos
amplificados de D1S80 se resolvieron siguiendo el mismo procedimiento y condiciones
electroforéticas empleadas para Apo B. Solo que en este caso, los marcadores de
referencia de tamaiio utilizados fueron el DNA de pBR322 digerido con la enzima Alu I,
un marcador tipo escalera de 100 pb y el marcador alélico de D1S80. La electroforesis
se realizd en buffer de Tris-Sulfato 9 mM, Acido bérico 90 mM y EDTA 2 mM, a pH
9.0 vy se corri6 por espacio de 5 hrs a 200 V. Los geles se tifieron con bromuro de etidio

a 0.3 pg/ml recién preparado y se observaron en el equipo de fotodocumentacion Gel

Doc 1000.

2.3.1.2.5 Anailisis de los patrones electroforéticos y tipificacién. Para analizar
los geles se generaron imagenes digitalizadas con el equipo Gel Doc 1000 y el programa
computacional Molecular Analyst, la tipificacion de cada muestra se realizé por
comparacién teniendo como referencia el marcador alélico D1S80 y el marcador de

tamafio pBR322 digerido con la enzima A/u 1.
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2.3.1.3 Marcador genético HLADQALI.

2.3.1.3.1 Amplificacién de las muestras con el marcador HLADQAL. La
tipificacién del gen HLADQALI se realizé con el estuche comercial AmpliType de

Perkin Elmer que contiene los iniciadores GH26 y GH27 (56) que incluyen biotina y
que amplifican un fragmento de 242 6 238 pb. Las condiciones de amplificacién se

describen en las tablas 6 y 7.

Iniciador sentido GH26: 5°-gtg tgc cag gig taa act tgt acc ag-3’

Iniciador antisentido GH27: 5’-cac gga tcc ggt age age ggt aga gtt g-3°

2.3.1.3.2 Verificacién de la amplificaciéon:. Se verificé la amplificacién de las

muestras mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de

etidio a 0.3 pg/ml y se observaron con luz ultravioleta.

Tabla 6

Reaccion de PCR para HLADQA1

Reactivo Cantidad pl
Mezcla de reaccion 25
MgCh8mM | 25
'DNA 50 ng/l 3

Volumen de reaccién 1 53
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Tabla 7

Condiciones de amplificacién para HLADQAI1

Paso | Temperatura (°C) Tiempo B
32 ciclos 94 60 seg
60 30 seg
72 30 seg

1 ciclo 72 1 7min

2.3.1.3.3 Tipificacién por hibridacién reversa en mancha. Los productos
amplificados obtenidos fueron tipificados realizando hibridacién reversa en mancha con
sondas oligo-alelo especificas inmobilizadas en membranas de nitrocelulosa para 6
alelos de DQAL, para lo que se sigui6 el siguiente procedimiento:

Primeramente, se desnaturalizaron los productos amplificados biotinilados a 95°
por espacio de 5 min. en un termociclador. Se colocaron 35 pl de cada producto
amplificado en una charola de tipificacién junto con 3 ml de solucién de hibridacién y
conjugado enzimaético estreptavidina —peroxidasa. La hibridacién se llevé a cabo a 55°C
y con agitacién constante de 50 rpm por 30 minutos. Transcumrido el tiempo de
hibridacién, se realizaron dos lavados, uno a temperatura ambiente y uno a 55° C y 50
rpm por 12 min. Se retird la solucién y nuevamente se lavaron las membranas a
temperatura ambiente por algunos segundos. Se eliminé la solucion y se agrego a cada
tira, buffer de citratos pH 5, se agit6 a temperatura ambiente por 5 min a 50 rpm.
Transcurrido el tiempo, se retiré la solucién y se agregé la solucién de desarrollo de

color conteniendo el cromégeno TMB y perdxido de hidrégeno. La charola se cubri6
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con papel aluminio y se agité a 50 rpm en un agitador orbital a temperatura ambiente
hasta observar un precipitado azul (5 a 10 min). Se retiré la solucion, se agregb agua
destilada para detener la reaccién y se agité por 5 min a 50 rpm, se repiti6 este dltimo

paso una vez mds. Se retird el agua y se dejaron secar las membranas.

2.3.2 Muestra analizada y obtencién de DNA

2.3.2.1 Muestra analizada

Se analiz6 una muestra de 103 individuos sanos, hombres y mujeres, no
emparentados, con niveles normales de glucosa y plomo, con edad comprendida entre
18 y 43 afios y siendo sus cuatro abuelos nacidos en México.
Se realizaron entrevistas personales por medio de encuestas a 103 personas de diferentes
unidades del Instituto Mexicano del Seguro Social en el area metropolitana de
Monterrey y en las escuelas preparatorias y facultades de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn.
El tamafio de la muestra y el potencial estadistico de este estudio se determind
utilizando el criterio de Chakraborty (57) y Chakraborty y Zhong para VNTR s (58).
Los criterios que se tomaron para las personas que participaron en el estudio fueron:
a) Que estuvieran aparentemente sanas.
b) Que las edades oscilaran entrre los 14-43 y 44-73 afios.
¢) Que no tuvieran parentesco con otros participantes del estudio.
d) Que conocieran e] lugar de nacimiento de sus cuatro abuelos.

A cada persona se le explicé el propdsito del estudio y se le pidi6 su colaboracion

voluntaria para encuestario y tomarle una muestra de sangre periférica.
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2.3.2.2 Extraccién de DNA gendémico a partir de muestras de sangre

Se extrajo el DNA gen6mico mediante la técnica de TSNT (Tritén-SDS-NaCl-
Tris), que consiste en la lisis simultinea de las células sanguineas utilizando los
detergentes Tritén X-100 y SDS; el DNA se purific6 posteriormente por extracciones
con fenol-cloroformo y finalmente se recuperd por precipitacién con etanol. El
procedimiento que se sigui6 fué el siguiente:

Se colocaron 2.5 ml de sangre en un tubo cénico de polipropileno de 15 ml. Las
células se lisaron con 1 ml de buffer de lisis TSNT, mezclando por varios segundos.
Posteriormente se agregaron 2.5 ml de fenol saturado y 1 ml de C:Al; el contenido del
tubo se homogenizo6 por completo utilizando un vortex. En seguida se agregaron 2 mi de
buffer TE y se centrifugé a 10 000 rpm por espacio de 15 min. Se recuperd la fase
acuosa y se transfirié a un tubo nuevo de 15 ml. Se agregaron 2 volumenes de etanol
absoluto y se agitd lentamente por inversion hasta observar el DNA precipitado, como
una hebra blanca. Se recuperé el DNA con una puntilla de polipropileno de 1000 ul y se
transfirié con cuidado a un tubo eppendorf de 2.0 ml. Se centrifug6 a 14 000 rpm en una
microcentrifuga y la pastilla obtenida se lavé con etanol al 70 %. Se centrifugd

nuevamente. Se decantd el etanol, se sec6 el DNA y finalmente se resuspendié en TE.

2.3.2.3 Verificacién de la calidad y la concentracién del DNA

Se realizaron diluciones 1:10 de cada DNA para verificar su cantidad e
integridad en geles de agarosa al 0.8 %, utilizando estandares de DNA (bacteriéfago

Lambda) de concentracién conocida.
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2.3.3 Anadlisis estadistico de los resultados

2.3.3.1 Frecuencia Alélica

La frecuencia alélica se estimé con el método de conteo genético de Li, éstas

fueron estimadas mediante méxima verosimilitud (58).

2.3.3.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg
Para determinar si las frecuencias genotipicas estin dentro de los valores

esperados en base a las frecuencias alélicas encontradas y saber si se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg, se realizaron tres procedimientos:

1) La prueba de X basadaen la heterocigocidad total del locus.
2) La prueba de Indice de Verosimilitud de Weir
3) La prueba exacta de Guo y Thompson

(59, 60)

2.3.3.3 Nivel de significancia
Para cada una de las pruebas, los niveles de significancia se determinaron

empiricamente mediante un método de simulacién basado en permutacion (61, 62, 63).

2.3.3.4 Heterocigosidad

La diversidad alélica (heterocigosidad) fué calculada de acuerdo a la siguiente
formula:

H= [1-Z X [n/n-1]
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Donde;

T X = sumatoria de los cuadrados de las frecuencias relativas de cada uno de los

diferentes alelos encontrados.

N= tamaiio de la muestra (nimero total de aielos posibles), en este caso n= 206

(56).
2.3.3.5 Poder de Discriminacién (PD)
El poder de discriminacion fué determinado mediante la formula:
PD=1-ZP/
Donde:

$ P’= sumatoria de los cuadrados de las frecuencias relativas de los genotipos

diferentes encontrados (64).

2.3.3.6 Probabilidad de Coincidencia al azar (PCA)
La probabilidad de coincidencia al azar entre los genotipos de dos individuos
para un marcador dado, se calculd con la siguiente formula:
PCA=¢q* (2-q)
donde:

g= frecuencia alélica media (FAM)

y la PCA para los tres marcadores en conjunto se obtuvo multiplicando la PCA
individual de los tres marcadores.Nota: Esta prueba indica la probabilidad de que 2

individuos sin parentesco familiar tengan al azar un genotipo idéntico (65, 56).
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CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Marcador Genético Apo B
3.1.1 Optimacion de la reaccién de PCR

Los experimentos realizados permitieron establecer las condiciones éptimas de
amplificacidn, siendo la cantidad de DNA y la concentracién del ion magnesio factores
importantes en la formacion de los productos de amplificacion inespecificos (exceso de
DNA y/o Mg™?) o bien en la amplificacién deficiente (poco DNA y/o Mg*?),
respectivamente.

Al titular la cantidad del ion magnesio en la PCR se observd que no habia un efecto
directo, ya que se observd una amplificacion semejante en las diferentes concentraciones
ensayadas, por lo que para los experimentos posteriores se escogid la concentracion de 1.5
mM de MgCl,.

En cambio la concentracion de DNA que se debe utilizar para que la amplificacion
sea especifica y de buena intensidad, resulté en un rango 1 a 5 ng/ul; concentraciones

menores no producen amplificacion y mayores generan bandas inespecificas (Figura 5).
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Figura 5 .Titulacién de la concentracion de DNA en la PCR para Apo B. Se muestra el
gel de agarosa al 2% con los resultados de la amplificacion a diferentes
concentraciones de DNA (indicadas en la parte inferior del gel) y 1.5 mM de

MgCl,. Tal como se puede observar, concentraciones mayores de 5 ng/ul dan
por resultado amplificaciones de tipo inespecifico. En este caso se trata de la
muestra de un individuo heterocigoto para Apo B, donde solo se deben de
observar 2 bandas amplificadas.
3.1.2 Amplificacion de las muestras
Se realizo la amplificacion de las muestras con las condiciones ptimas encontradas
y referidas anteriormante. Se verifico la amplificacion de éstas en geles de agarosa al 2%

(Figura 6) y posteriormente se realizé la tipificacién de éstas en geles de poliacrilamida,

con un ejemplo representativo incluido en la Figura 7.
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Figura 6. Genotipificacién de Apo B. Se muestra un gel de agarosa al 2% para verificar
la amplificacién del marcador Apo B en los DNAs de 10 individuos no
relacionados (carriles 1 al 10). Se incluyeron los marcadores de tamaiio,
M1=pBR322 digerido con la enzima Alu I y M2= un marcador tipo escalera de
fragmentos de 100 pb. Los fragmentos amplificados de los alelos Apo B
quedan comprendidos entre 563 pb y 950, pb que corresponden a los alelos de
29 hasta 51 repeticiones, respectivamente.
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Figura7 Gel de poliacrilamida para la resolucion de los fragmentos amplificados de
Apo en 13 individuos mo relacionados. M: marcador tipo escalera con
fragmentos de referencia de tamaiio de 100 pb. En la parte inferior se indican
los genotipos para Apo B de cada individuo, por ejemplo, el carril 1
corresponde a un homocigoto del alelo 39, mientras que los carriles 2, 3 y 4
son heterocigotos 39/37, 37/33 y 51/39 respectivamete.

3.1.3 Estadisticas para el marcador Apo B

Para el marcador genético Apo B, en la muestra analizada de 103 individuos, se
encontraron un total de 16 alelos diferentes, siendo los mas frecuentes los alelos de 37
(23.301%) y 39 (27.670%) repeticiones de la unidad repetitiva del marcador. Mientras, que

los alelos de 21, 27 y 57 repeticiones fueron los menos frecuentes, cada uno con

abundancia del 0.485%.



El alelo mayor encontrado fue el de 57 repeticiones, mientras que el menor fue el

de 21 repeticiones.

Las frecuencias alélicas encontradas se ilustran en la figura 8.
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Figura 8. Frecuencias alélicas del marcador Apo B en los individuos analizados.

Se encontraron 44 genotipos diferentes, 41 heterocigotos y 3 homocigotos. El
genotipo 37/39 fue el mas frecuente (15.53 %) seguido del genotipo 39/39 (7.77 %), tal y
como se ilustra en la tabla 8 y 9. Se tipificaron 103 individuos para ApoB; de los cuales 91

fueron heterocigotos, mientras 12 fueron homocigotos.
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Tabla 8

Frecuencias genotipicas (%) para el marcador Apo B encontradas en
la muestra estudiada

Heterocigotos

Homocigotos

21737 (097)
27/45 (0.97)
31735 (0.97)
31737 (1.94)
31/39 (1.94)
31/43 (0.97)
31/45 (0.97)
33/37 (3.88)
33/39 (2.91)
33/51 (1.94)

33/53 (0.97)
35/37 (1.94)
35/41 (0.97)
35/51 (0.97)
35/53 (0.97)
37/39 (15.53)
37/41 (0.97)
37/43 (2.91)
37/45 (2.91)
37/47 (2.91)

37751 (3.88)
37/53 (1.94)

37/55 (0.97)
39/41 (2.91)
39/43 (0.97)
39/47 (291)
39/49 (0.97)
39/51 (4.85)
39/53 (4.85)
39/55 (1.94)

31747 (1.99)
41/49 (0.97)

41/51 (1.94)
41/53 (0.97)
41/55 (0.97)
43/45 (0.97)
43/47 (0.97)
45/51 (0.97)
47/51 (1.94)
51/53 (0.97)
53/57 (0.97)

37/37 (2.91)
39/39 (7.77)

41/41 (0.97)

Tabla 9

Nilmeros de los diferentes genotipos Apo B encontrados

Genotipos Obs". Exp’ SE*
Homocigotos 3 4.1629 1.2066
Heterocigotos 41 37.9923 3.3058
Total 44 42.1553 4.0348

* Genotipos Apo B observados
® Genotipos Apo B esperados
¢ Error estindar
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3.2  Marcador genético D1S80

3.2.1 Optimacién del PCR

Se amplificé el marcador D1S80 en diferentes concentraciones de MgCl, desde 0.5
mM hasta 2.5 mM. Mientras que a niveles bajos (0.5 mM) se observé la falta de producto
amplificado, a niveles altos (mayores a 2.0 mM) se obtuvieron bandas inespecificas. Los
mejores resultados se lograron a concentraciones de 1 y 1.5 mM de MgCl,, con una
concentracion de 5 ng/pL de DNA (Figura 9).

En seguida se realizd una titulacion para conocer la concentracion éptima de DNA,
para obtener una buena cantidad de producto amplificado y evitar inespecificidad. La
titulacién realizada a 1.5 mM de magnesio mostré la amplificacién especifica de D1S80
desde una concentracién minima de 0.8 ng/ul hasta 6 ng/ul de DNA, obteniéndose una
mayor amplificacion con 4 y 6 ng/ul de DNA. Mientras que en la titulacion de DNA
realizada a 1.0 mM de Mg, solo se puede obtener amplificaciéon con concentraciones

mayores de 4 ng/ul y de menor intensidad que las obtenidas a 1.5 mM.

3.2.2 Amplificacion de muestras

Las muestras se amplificaron con las condiciones descritas en las seccidn de
matenal y meétodos; se verifico la amplificacién en geles de agarosa al 2% (figura 10). En
general, se observo una buena resolucion de los fragmentos amplificados, pero para
realizar la tipificacion y asignar los alelos del marcador D1S80, fue necesario resolverlos

en geles de poliacrilamida discontinuos.

47



0.51.01.52.025T7-

mM MgClL

Figura 9. Titulacién del ion magnesio en la amplificaciéon de D1S80 por PCR. En la
parte inferior del gel (de agarosa al 2%) se indican las concentraciénes de

MgClz.
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Figura 10. Amplificacion del marcador genético D1S80 a partir del DNA de 10
individuos. Los productos de amplificacion se resolvieron en un gel de
agarosa al 2%. M, marcador de tipo escalera de fragmentos de 100 pb; 1 al
10, productos amplificados de D1S80.

48



3.2.3 Tipificacién

La asignacién de alelos se realizé utilizando el marcador alélico D1S80 (Perkin

Elmer) que consiste de 27 alelos D1S80 amplificados. El alelo 14 es el de menor tamafio,

la banda que le sigue corresponde al 16 y asi hasta el alelo de 41 repeticiones; el alelo 15

no esta incluido (Figura 11).

Figura 11.
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Tipificacion de D1S80. Se muestra la fotografia del gel de poliacrilamida al
8%, tefiido con bromuro de etidio e irradiado con luz ultravioleta, donde se
realizé la tipificacion del marcador D1S80. M1, marcador alélico D1S80;
M2, marcador tipo escalera de 100 pb; 1 al 4 productos amplificados a partir
del DNA de cuatro individuos diferentes, indicindose en la parte inferior los
genotipos D1S80 correspondientes a cada uno.
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3.2.4 Anilisis estadistico de D1S80

Para D1S80, en la muestra analizada de 103 individuos, se encontraron un total
de 20 alelos diferentes, siendo los mas frecuentes los alelos de 18 (23.301%) y 24
(20.388%) repeticiones o copias de la unidad repetitiva del marcador. Mientras, que los
alelos de 17, 36 y 41 repeticiones fueron los menos frecuentes, cada uno con abundancia
del 0.485%.

El alelo mayor encontrado fué el de 41 repeticiones, mientras que el menor fué
el de 15 repeticiones.

Las frecuencias alélicas encontradas se ilustran en la Figura 12.
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Figura 12.. Frecuencias alélicas del marcador D1S80 en los indiviudos analizados.

Se encontraron 53 genotipos diferentes, 49 heterocigotos y 4 homocigotos. El
genotipo 18/24 fué el mas frecuente (9.71 %) seguido del genotipo 24/24 (5.83 %). Se
tipificaron 103 individuos para D1S80; de los cudles 89 fueron heterocigotos, mientras

14 fueron homocigotos (Tabla 10 y 11).

50



Tabla 10

Frecuencias genotipicas (%) del marcador D1S80 encontradas
en la muestra estudiada

Homocigotos

Heterocigotos

15/18 (0.97)

18/23 (0.97)

19726 (0.97)

24731 (2.91)

1524 (0.97) 18724 (9.71) 1931 (0.97)  25/28 (0.97)
16/18 (0.97) 18725 (194) 2024 (097) 25129 (2.91)
16/19 (1.94) 18726 (097)  20/25 (0.97)  25/30 (0.97)
16/23 (0.97) 18/28 (4.85) 21725 (0.97)  25/31 (0.97)
16/26 (0.97) 18729 (291)  22/25 (1.94)  25/32 (1.94)
16129 (0.97) 18/30 (1.94) 23724 (097)  26/29 (0.97)
16/30 (0.97) 18/31(4.85) 2331 (097)  26/30 (0.97)
16/31 (0.97) 18/36(0.97)  24/25 (0.97)  28/30 (0.97)

17/24 (0.97)
18/21 (3.88)
18/22 (0.97)

18/41 (0.97)
19724 (1.94)
19/25 (0.97)

24128 (3.88)
24/29 (1.94)
24/30 (3.88)

29/31 (0.97)
30/31 (1.94)
30/34 (0.97)
31/34 (0.97)

18/18 (4.85)
24/24 (5.83)
28/28 (1.94)
30/30 (0.97)

Tabla 11

Numeros de los diferentes genotipos D1S80 encontrados

Genotipos Obs* Exp’ SE’°

Homocigotos 4 4.4895 1.2616
Heterocigotos 49 45.7288 13.6979
Total 53 50.2183 4.7393

* Genotipos Apo B observados
. Genotipos Apo B esperados
¢ Error estandar

]|



3.3 Marcador genético HLADQALI1

3.3.1 Amplificacion de las muestras por PCR

Tratandose éste de un estuche comercial, las muestras se amplificaron con las
condiciones indicadas en la seccion de material y métodos sin problema alguno y los

productos amplificados obtenidos se verificaron en geles de agarosa al 2%.

33.2 Tipificacién por hibridacién reversa en mancha

El producto amplificado d¢e HLADQA! se tipificé mediante hibridacién reversa
en mancha. Se realizé6 la lectura de cada tira y se determinaron los genotipos
correspondientes; todo esto también sin necesidad de cambiar el protocolo y las
condiciones recomendadas por el fabricante. Es importante sefialar que con el estuche
empleado se pueden identificar 6 de ocho alelos DQA1 ya que los alelos 0401, 0501 y
0601 (4.2, 4.1 y 4.3) se detectan juntos como alelo 4. La combinacién de los 6 alelos

origina un maximo de 21 genotipos diferentes (Figura 13).
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Figura 13. Tipificacién con el estuche del marcador HLADQAI. Se ilustran los
resultados de la hibridacién reversa en mancha de los productos amplificados
del gen HLADQA1 de 9 individuos no relacionados, indicandose los
genotipos obtenidos para cada caso.
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3.3.3 Anilisis estadistico de HLADQA1

En la muestra analizada se encontraron los 6 alelos diferentes DQA1 detectables
con el estuche empleado. El alelo mas frecuente fue el 4 (38.35 %) y el de menor

frecuencia el 1.3 (4.854 %), ver figura 14.

\

Figura 14. Frecuencias alélicas del marcador HLADQA1 en los individuos
analizados.

La combinacion de los 6 alelos origina en total 21 genotipos diferentes y en la
muestra analizada se observaron sélo 18, de los cuales 3 fueron homocigotos y 15
heterocigotos. Los genotipos que no se encontraron fueron los homocigotos para el alelo
2, 1.1 y 1.3. El genotipo 3/4 fue el més frecuente (20.39 %), mientras que los genotipos

menos frecuentes fueron el 2/1.1, 2/1.3, el 3/1.3 y el 1.2/1.3 (0.97 % cada uno). Se
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tipificaron 103 individuos para HLADQAI de los cudles 83 resultaron heterocigotos y

20 fueron homocigotos (Tablas 12 y 13)

Tabla 12.

Frecuencias genotipicas (%) del marcador HLADQAI
en la muestra estudiada.

Heterocigotos Homocigotos
312 (9.71) 1.1/4 (6.80) 1.3/1.1 (2.91) 1.2/1.2 (1.94)
4/2 (13.59) 1.2/1.1 (2.91) 1.3/1.2 (0.97) 3/3 (4.85)
4/3 (20.39) 1.212 (1.94) 1.3/2 (0.97) 4/4 (12.62)
1.1/2 (0.97) 1.2/3 (3.88) 1.3/3 (0.97)
1.1/3 (3.88) 1.2/4 (6.80) 1.3/4 (3.88)
Tabla 13.

Numeros de los diferentes genotipos HLADQAI1 encontrados

Genotipos Obs® Exp’ S.E*
Homocigoto 3 4.2722 0.8707
Heterocigot 15 13.5496 1.0016
Total 18 17.8219 1.3515
* Genotipos Apo B observados
® Genotipos Apo B esperados

¢ Error estandar
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CAPITULO 4
DISCUSION

4.1 Tipificacién de los marcadores genéticos

Apo B, D1S80 y HLADQAI

La tipificacién de los marcadores Apo B, D1S80 y HLADQALI en el laboratorio
mediante técnicas de biologia molecular result6 satisfactoria. Una vez encontrados los
parametros dptimos y siguiendo un estricto control de calidad en la preparacion y el
almacenaje de los reactivos y durante el desarrollo de cada una de las técnicas
empleadas, la tipificaci6n se llevo a cabo sin contratiempos.

En el caso de Apo B y DI1S80, marcadores de naturaleza VNTR, se debe tener
cuidado en la cantidad de DNA que se amplifica, pues un exceso de DNA puede
originar bandas inespecificas y su escazes o impureza redundard en una amplificacién
de poco rendimiento. Las condiciones sefialadas en la seccién de material y métodos
para la amplificaciéon de los marcadores generan buenos resultados de amplificacion,
pero es posible encontrar otras condiciones ya que parimetros como son la
concentracion de los iniciadores y de la enzima, asi como las condiciones del buffer, no
se modificaron. Posiblemente con estas nuevas condiciones la cantidad de DNA
requerida para el estudio de estos marcadores puede ser aun menor a la aqui

recomendada.
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Los productos amplificados de Apo B y D1S80 de la mayoria de las muestras se
resolvieron en geles de agarosa al 2%. Cuando se observé una sola banda, ésta
correspondié a un homocigoto o a heterocigotos donde la diferencia entre los dos alelos
es minima 1 o 2 repeticiones. Para mejorar la resolucién, la tipificaciéon final y
asignacion de alelos se realiz6 resolviendo los productos de la PCR en geles de
poliacrilamida.

El equipo de fotodocumentacién utilizado permitié obtener una alta sensibilidad a
partir de cantidades pequeiias de producto amplificado e imagenes digitalizadas a partir
de geles tefiidos con bromuro de etidio, lo que no hubiera sido posible utilizando
transiluminadores de luz ultravioleta convencionales. Ademas, gracias a lo anterior, no
fué necesario tefiir los geles con plata como se habia contemplado en un principio. Las
imégenes obtenidas fueron analizadas con el software Molecular Analyst, que en el caso
de Apo B fué muy importante para calcular los tamafios en pb de los fragmentos
amplificados, teniendo como referencia marcadores de tamafio determinado; y en el
caso de D1S80 se comparé contra un marcador alélico.

La metodologia empleada para la tipificacion de HLADQA1 mediante PCR e
hibridacién reversa en mancha con sondas oligo-alelo especificas y deteccién con el
sistema de biotina-estreptavidina-peroxidasa es una forma rdpida y clara de tipificacion.

Ademas, la cantidad requerida minima es de 1 ng.
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4.2 Marcador genético Apo B

El locus Apo B ha sido tipificado en diferentes poblaciones utilizando diferentes
técnicas de andlisis. En cada uno de los casos el marcador ha resultado ser altamente
polimérfico (Tabla 14).

Se han descrito 21 alelos diferentes para este locus, el mimero de repeticiones va
desde 23 hasta 57 y los alelos, asi como sus frecuencias alélicas y genotipicas, varian
entre las poblaciones. A pesar de que existe informacién en relacién a la variacién
alélica en pobiaciones limitadas, la caracterizacién detallada de este polimorfismo en

poblaciones de origen diverso no es muy conocida (66).

Tabla 14.

Tipificaciéon del marcador genético Apo B en diferentes poblaciones.

Poblacién No. de No.De | Heterocigosidad | Referencia
Suecos 176 13 735 67
Alemanes 97 11 771 66

Italianos 183 11 784

Blancos US 134 14 770 68
Sikhs (India) 107 14 a1 67
Pehuences (Chile) 87 8 713 66
Negros US 98 21 892 68
Ewondos 97 17 879 69
Griegos 101 12 .800 70
Australianos 318 14 .780 71
Franceses 125 12 75 52
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En un estudio realizado en un grupo de poblacién negra de Estados Unidos, se
logrd detectar un maximo de 21 alelos diferentes y su heterocigosidad fue del 89% (68).
En nuestro estudio se detectaron un total de 16 alelos diferentes con una heterocigosidad
del 84%.

Diferentes nomenclaturas han sido utilizadas en la tipificacién de Apo B: una
reportada por Ludwing en 1989 (71) donde se nombran a los alelos como 30, 32, 34 y
36; en el mismo afio Boerwinkle (52) nombré a estos alelos como 31, 33, 35, 37 (una
unidad adicional a la de Ludwing); y la nueva nomenclatura derivada de la secuencia
obtenida directamente del producto amplificado por PCR, y que agrega una repeticién de
dos unidades, es decir el alelo 37 de Boerwinkle ahora es el 39 y este corresponde al 36
de Ludwing. Es por esto que para comparar los resultados, se ajustaron los datos
previamente reportados con la nueva nomenclatura utilizada tambi¢n en este trabajo.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un patrén de frecuencia
bimodal correspondientes a los alelos 37 y 39, ademas de un segundo pico de frecuencia
en ¢l alelo S1. El patréon 37-39 es caracteristico de grupos no-africanos y ha sido
reportado anteriormente por otros autores en estudios realizados en poblacién caucdsica,
como los realizados por Ludwing en australianos y por Deka en canadienses, chilenos y
alemanes (66, 71).

Aun se desconoce la razén que origina este patréon de frecuencia bimodal en
poblaciones genéticamente tan diversas. Se cree que los diferentes alelos VNTR se
derivan del entrecruzamiento disparejo entre cromatides hermanas o bien de una

sobreposicion durante la replicacion,
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En grupos africanos, como los Ewondos de Camenin y los afroamericanos
(Negros de E.U.), se presenta un patrén unimodal simétrico alrededor del alelo 37,
ademés de tener niveles mas altos de heterocigosidad (89 y 87%) y un mayor numero de

alelos detectados (21 y 17) ver figura 15 (69, 68).

21 23 25 27 29 31 33 35 37 .39 41 43 45 47 49 51 53 35 57 59
Alelo Apo B

Figura 15. Frecuencias alélicas del marcador genético Apo B en una poblacién

africana.



4.3 Marcador genético D1S80

El marcador D1S80 ha sido ampliamente tipificado en diferentes poblaciones
utilizando principalmente la técnica de AMP-FLP y visualizando los fragmentos por
tincion con plata (72). Ha sido posible detectar un médximo de 29 alelos los que
determinan 435 posibles genotipos de este marcador.

En la muestra analizada se encontraron 20 alelos diferentes, siendo los mas
frecuentes el de 18 y de 24 repeticiones. Estos datos coinciden con los reportados por
Budowle (73) para caucésicos e hispanoamericanos. Es importante mencionar también
la diferencia entre el grupo de Afroamericanos donde los alelos que se presentan con
alta frecuencia son el 21 y el de 28 repeticiones. El perfil de frecuencias para
caucasicos, hispanoamericanos y para la muestra del Noreste de México analizada en
este trabajo presentan un patrén bimodal caracteristico para los alelos de 18 y 24
repeticiones.

Los grupos poblacionales que han sido tipificados para DI1S80, tienen
caracteristicas genéticas propias que los distinguen entre si, y ademas de la ausencia de
ciertos alelos, las del resto muestran frecuencias alélicas variables entre las poblaciones.
Por ejemplo, en el caso de la muestra analizada se encontrd el alelo 15, que en grupos
afroamericanos y caucasicos no se presenta, mientras que si lo hace en grupos arabes e

hispanoamericanos (Tabla 15).
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Frecuencia alélicas en porciento para el marcador D1S80 en diferentespoblaciones.

Tabla 15

Alelo | Norestede |Caucésicos | Hispanicos | Afroamericanos Orientales Arabes
México uUs us us N=204 N=300
N=I103 =718 N=409 N=606

15 0.971 - 0.1 - - 0.33
16 3.883 0.1 1.0 0.2 34 0.83
17 0.485 02 0.9 2.8 2.5 133

18 23.301 23.7 224 7.3 15.2 21.17
19 3.398 0.3 0.5 0.3 22 0.67
20 0971 1.8 13 3.2 0.7 1.17
21 2.427 2.1 2.8 11.5 34 2.33
22 l1.456 3.8 24 8.1 1.7 4.67
23 1.942 12 0.9 14 1.7 2.17
24 20.388 37.8 J1.5 234 23.0 42.33
25 7.767 4.6 7.2 4.5 2.1 2.67
26 2.427 20 0.7 0.6 - 3.00
27 - 0.7 1.6 0.8 47 1.50
28 7.282 6.3 7.8 13.0 7.6 4.17
29 5.340 52 5.5 53 4.2 6.17
30 7.282 0.3 39 0.9 123 0.83
31 7.767 7.2 53 5.4 9.3 2.17
32 0.971 0.6 0.5 0.7 1.2 0.50
33 - 0.3 04 0.4 0.5 -
34 0.971 0.1 0.6 8.6 0.5 1.33
35 - 0.3 - 0.2 0.5 -
36 0.485 04 1.1 0.1 0.5 0.17
37 - 0.1 0.4 - 0.7 -
38 - - - - - -
39 - 0.3 04 03 0.5 0.50
40 - - - - - -
41 0.485 - 0.2 0.2 0.7
>41 0.1 0.6 0.7 0.2 -

H 87.0 784 80.1 87.0 90.7 76.5
Het 49 81 86 106 76 71
Hom 4 8 9 9 8 8

H: heterocigosidad  Het: genotipos heterocigotos

Hom: genotipos homocigotos
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44  Marcador genético HLADQA1

El gen HLADQAI ha sido ampliamente caracterizado en diferentes
poblaciones. Por ejemplo, el Departamento de Genética Humana de la compaiiia
Cetus y Roche Biomedical Laboratories pusieron a prueba el estuche de
tipificacién aqui empleado, mostrando datos de frecuencias alélicas en diferentes
poblaciones incluyendo grupos de hispanos en EUA y México, y de mestizos de la
Ciudad de México, asi como otros grupos representativos de cada grupo racial
como los negros, caucésicos y asidticos. Se analizaron alrededor de 1400
individuos con la metodologia de PCR, sumada a la hibridacién reversa con
sondas oligo alelo especificas, lo que hizo posible el andlisis en forma répida y
veraz (56).

Las frecuencias obtenidas en el presente trabajo coinciden mucho con las
reportadas para individuos procedentes de la Cd. de México. También se
encuentra algo de similitud con las frecuencias obtenidas individuos tomados al
azar de diferentes partes de México. No obstante, las reportadas para hispanos de
EUA presentan mayores diferencias, como la frecuencia elevada del alelo 1.2, que
tiene una frecuencia de 20.2% en comparacion con los valores de alrededor del 8
% en poblacién mexicana. Cabe mencionar que el grupo de hispanos en EUA fué
seleccionado solamente en base a los apellidos y no al lugar de procedencia. Es
asi que este grupo incluia mexicanos, cubanos, puertorriquefios y espaifioles; es
decir un grupo muy heterogéneo. Mientras que el grupo de México comprendia

individuos de diferentes partes de la repiblica mexicana (Tabla 16).
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Tabla 16.

Frecuencias alélicas en porciento para el marcador HLADQAL
en poblaciones hispanas

Alelo Noreste* México” Cd México” Hispanos”
1.1 8.73 8.0 9.0 11.6
1.2 10.19 5.6 2.0 20.2
1.3 485 12 40 38
2 13.59 5.0 8.0 7.5

3 24.27 435 29.5 23.6
4 3835 36.7 40.5 33.2

* Frecuencias alélicas obtenidas en este trabajo.
® Frecuencias alélicas reportadas por Helmuth y cols (60).

4.5 Utilidad de los marcadores D1S80, Apo By HLADQA1

La caracterizacién de los individuos que forman los diferentes grupos
poblacionales puede realizarse a nivel del DNA, analizando las regiones
altamente polimorficas localizadas en esta biomolécula de alta complejidad. Cada
individuo con su propia identidad genética, es a su vez reflejo de las
caracteristicas genéticas del grupo poblacional al que pertenece.

Los diferentes grupos poblacionales pueden ser caracterizados mediante
diferentes tipos de marcadores genéticos, desde proteinas hasta DNA. Hoy en dia,
la genotipificacién basada en el DNA es de eleccién por la informatividad que se
obtiene al trabajar marcadores altamente polimérficos.

Las pruebas de DNA representan la opcién de eleccién y dentro del
genoma humano se han identificado una gran diversidad de marcadores de

naturaleza diferente, La identificacion de un individuo se puede realizar



analizando diferentes regiones a la vez o analizando varias regiones
independientemente.

En este trabajo se analizaron tres regiones diferentes en forma
independiente, la regién codificante altamente polimérfica HLADQAI1 y dos
marcadores de region no codificante del tipo VNTR, ApoB y D1S80. Los tres
marcadores resultaron muy polimérficos en la muestra analizada y se obtuvieron
las frecuencias alélicas y genotipicas para cada uno. También los tres marcadores
se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg en esta poblacidn., por lo que
pueden ser utilizados en estudios genéticos (Tabla 17). Ademas, el banco de datos
conformado permitird aplicar férmulas matematicas importantes para cada caso

en particular.

Tabla 17

Pruebas para determinar equilibrio de Hardy-Weinberg

Exacta Indice de Verosimilitud Heterocigosidad
Marcador N Pr 2inL Pr obs esp > & Pr
D1S80 103 0.51 7.03 0.57 89 904 0.19 0.76
HLADQAI 103 0.54 6.90 0.49 83 78.2 1.24 0.24
Apo B 103 0.79 7.35 0.77 91 87.3 1.03 0.28

Todos los marcadores estan en equilibrio de Hardy-Weinberg para las tres pruebas utilizadas.
Pr= Probabilidad
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Cada marcador por si solo no es suficiente para establecer la identidad de
una persona, ya que los valores de las pruebas estadisticas como son la
Probabilidad de Coincidencia al Azar (PCA), el Poder de Discriminacién (PD) y
Poder de Exclusién (PE), son bajos si se derivan de uno solo de los marcadores.
La utilidad de los tres marcadores para establecer paternidad y en casos forenses

radica en su uso combinado.

Tabla 18.

Parametros utilidad de los marcadores D1S80, Apo By HLADQAL1

Marcador N NAD FAM PD h PCA PE (%)
D1S80 103 20 0.0500 0.967 0.87 4.9%10° 75.40
HLADQA 103 6 0.1667 0.896 0.76 5.1*107 5442
ApoB 103 16 0.0625 0.951 0.84 7.6*10°  70.08
Conjunto 103 1.9*10° 96.64

NAD = Numero de alelos diferentes

FAM = Frecuencia Alélica Media

PD = Poder de Discriminacién (Capacidad de distinguir entre 2 individuos)
h = Heterocigosidad

PCA = Probabilidad de Coincidencia al azar

PE = Probabilidad de Exclusién

Los valores méximos obtenidos para la combinacion de los tres
marcadores fueron: PCA= 1.9x10® y PE= 96.64% (Tabla 18). Estos valores son
buenos, pero debido a las caracteristicas propias de esta poblacion, se requiere
introducir un nimeroc mayor de marcadores para poder aumentar los valores
estadisticos como son el PD, PE y PCA. .

Por lo anteriormente descrito, es necesario incrementar el mimero de
marcadores genéticos, ya sean tipo VNTRs o marcadores tipo STRs, éstos
ultimos son ain mas polimérficos, para asi alcanzar los valores estadisticos

recomendados para las pruebas de identificacion de individuos.



D

2)

3)

4)

5)

6)

CAPITULOS

CONCLUSIONES

Se implement6 en el laboratorio la metodologia para realizar el an4lisis de

los marcadores genéticos : Apo B, D1S80 y HLADQALI.

Se form6 un banco de DNA de personas sanas, no emparentadas entre si que
serd 1til para analizar diferentes marcadores genéticos en nuestra poblacion y
asi establecer los de mayor utilidad para pruebas de identificacion de

individuos.

A cada muestra del banco se le establecid el genotipo para cada uno de los

tres marcadores.

Se form6 un banco de datos con la informacion alélica y genotipica obtenida
de los individuos de esta muestra de la poblacién mexicana, para los tres

marcadores genéticos seleccionados.

Los marcadores Apo B, D1S80 y HLADQALI se encuentran en equilibrio de

Hardy Weinberg, por lo que pueden utilizarse en estudios genéticos.

El uso combinado de los marcadores HLADQA1, Apo B y D1S80 tiene un
Poder de Exclusién del 96.64% y un Poder de Coincidencia al Azar de

1.9x10°.
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7) El poder de exclusion obtenido (96.64 %) de la tipificacion de los marcadores
HLADQAL, Apo B y D1S80, hace necesario el analisis de un nimero mayor
de marcadores para asi incrementar los valores de PE en las pruebas de

paternidad.

8) Para incrementar los valores de las pruebas que miden la probabilidad
estadistica de encontrar la diferencia o coincidencia al azar entre dos
individuos, es necesario utilizar (ademas de Apo B, D1S80 y HLADQAI1) un

numero mayor de marcadores genéticos polimérficos.
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APENDICE

Preparacién de reactivos

En algunos casos las soluciones deben ser esterilizadas en una autoclave a 15 Ib/in’
durante 15 min.
Las condiciones de almacenamiento, si no se especifica otra cosa, es a temperatura

ambiente.

Agarosa 0.8%, 2%
Pesar 0.8 g, 2 g de agarosa, respectivamente, agregar 100 ml de TBE 1X y fundir.

Bromuro de Etidio 10 mg/ml
Disolver una pastilla de 100 mg de bromuro de etidio en 10 ml de agua ultrapura. A partir

de esta solucion se prepara una solucién de trabajo de 0.3 pg/pl.

Buffer de Citratos ( Citrato de sodio 0.1 M pH 5.0)
Disolver 7.36 g de citrato trisédico dihidratado en 300 ml de agua ultrapura. Ajustar el pH
a 5 adicionando 2.4 g 4cido citrico anhidro. Ajustar €l volumen a 400 ml con agua

ultrapura y mezclar perfectamente. Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de lisis TSNT ( SDS 1 %, Tritén 2 %, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI
10 mM)

A 28 ml de agua ultrapura y autoclaveada agregar 2 ml de tritén X100 y 10 ml de SDS
10%, mezclar hasta que la solucién quede incolora. Por separado, a 40 ml de agua
ultrapura y autoclaveada agregar y disolver 0.584 g de NaCl, 0.0372 g de EDTA y 0.5 ml
de Tris-HC1 2 M pH 8 y afore 60 ml. Mezclar la solucién de detergentes con la solucién de
sales.
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Buffer SSPE 20X ( NaCl 3.6 M, NaH,PO 2 H,0 200 mM, EDTA 20 mM, pH 7.4)
Disuelva 7.4 g de Na,EDTA+2H,0 en 800 ml de agua ultrapura. Ajuste el pH a 6.0 (£ 0.2)

con 10 N NaOH. Agregue 210 g de NaCl y 27.6 g de NaH,PO,H,0. Ajuste ¢l pHa 7.4 &

0.2) con NaOH 10 N. Afore a un volumen final de 1 L y mezcle bien, Esterilizar.

EDTA 0.5 M, pH= 8.0
Agregar 186.1 g de Na,EDTA.2H,0 a 800 ml de H20 destilada, mezclar vigorosamente

con un agitador magnético hasta disolver. Ajustar el pH a 8.0 con NaOH en pastillas y

aforar a 1 L Esterilizar

Fenol saturado.

Fundir el fenol, en caso de que su aspecto no sea cristalino, se debe de destilar.

Saturacién: antes de usar el fenol debe de ser equilibrado a un pH mayor de 7.8 debido a
que el DNA puede quedar dentro de la fase orgénica si el pH del fenol es acido. Agregar 8-
hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1%. Afiadir un volumen igual de Tris-HCI
0.5 M pH 8.0 y mezclar con una barra magnética hasta que el pH de la fase fendlica sea
mayor de 7.8, agitar durante 24 hrs en el cuarto frio. Dejar que se separen las fases y
eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a una linea de vacio con trampa o
bien en un embudo de separacion. Repetir la misma operacion pero utilizando solucién
amortiguadora Tris-HCl 0.1M pH 8, conteniendo 0.2 % de p- mercaptoetanol. Repartir en
alicuotas y almacenar a —20°C en frasco oscuro. Las soluciones amortiguadoras que se
utlilizan para la saturacién se preparan con agua ultrapura y se esterilizan.

C:Al (Cloroformo:Alcohol Isoamilico) 24:1
Agregar 1 ml de alcohol isoamilico a 24 ml de cloroformo.

Jugo azul 6X (Azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25%, glicerol 30%)

Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 ml de glicerol en agua
ultrapura estéril, aforar a 10 ml,
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Peréxido de Hidrégeno 3%
Agregar 100 pL de H,0, al 30% a 900 pL de agua ultrapura y mezcle perfectamente.
Proteja de la luz y almacene de 2° a 8°C. El peréxido de hidrégeno puede almacenarse por

espacio de 6 meses. Puede utilizarse alternativamente un décimo del volumen de H,0O, al

30% directamente en el paso de desarrolllo de color.

Persulfato de Amonio 10 % p/v
Agregar 1 g de persulfato de amonio a 10 ml de agua ultrapura. Guardar la solucién a 4°C
protegida de la luz.

SDS 10% (p/v)
Agregue y disuelva lentamente 10 g de SDS en 100 ml] de agua ultrapura autoclaveada.
Puede calentar a 37°C para disolver totalmente los sdlidos presentes,

Solucién de Hibridacion (SSPE SX, SDS 0.5% p/v)
Mezclar 250 ml de SSPE 20 X y 50 ml de SDS 10% p/v y 700 ml de agua ultrapura. Para

disolver todos los sélidos presentes se debe calentar la solucién en un bafio de agua a 37-

55°C.

Solucion de desarrollo de color
Mezclar suavemente y en el orden siguiente 10 ml de buffer de citratos, 10 pl de H,O; y
0.5 ml del cromégeno (3°3°5°5 tetrametilbenzidina). No vortexear. No prepararla mas de

10 minutos antes de usarla.

Solucién de Lavado (SSPE 2.5 X, SDS 0.1 % p/v)
Mezclar perfectamente 250 ml de SSPE 20X, 1,730 m! de agua ultrapura y 20 ml de SDS
10% p/v. Para disolver todos los solidos presentes se debe calentar la solucién en un bafio

de agua a 37-55°C.
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TE 100X ( 1 M Tris-HCl, 1M, EDTA 100 mM)
Mezclar 25 ml de Tris-HCI 2M pH 8 con 10 ml de EDTA 0.5 M pH 8 aforar a 50 ml con
agua ultrapura y esterilizar, A partir de este stock se prepara una solucién de trabajo al 1 X.

TBE 10 X, pH 8 (Tris-borato 0.9 M, EDTA 0.02 M)

Agregar en forma alternada 108 g de trizma base, 55 g de acido bérico y 40 ml de EDTA
0.5 M pH 8 a 800 ml de agua ultrapura. Mezclar hasta disolver por completo los reactivos.
Aforara 1 y esterilizar. A partir de éste stock se prepara una solucién de trabajo al 1X.

TBE 20 X, pH 9 (Tris 0.18 M, 1.8 M Acido Bérico, EDTA 40 mM)
Agregar en forma alternada 21.8 g de trizma base, 111.3 g de 4cido borico y 80 ml de

EDTA 0.5 M pH 9 a 800 ml de agua ultrapura. Mezclar hasta disolver por completo los

reactivos. Aforar a 1 y esterilizar. A partir de éste se prepara una solucion de trabajo al 1X.
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