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Introduccién

El pool génico de las poblaciones mestizas mexicanas deriva
de tres fuentes principales: espafoles, amerindios y africanos
(1,2,3). Son pocos los estudios con grupos sanguineos y
proteinas séricas que apoyan la historia étnica de las
poblaciones mestizas mexicanas (4-13).En México se han
realizado diversos estudios de HLA que abarcan poblaciones
indigenas y caucasicas del noroeste, centro y la poblacién de

Jalisco (14,15,16). Para los propoésitos de este trabajo se definié
como poblacién noreste la comprendida por los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas y Coahuila. El sistema mas
polimérfico en el genoma humano es el Complejo Mayor de Histocompatibilidad, (MHC) (por sus siglas en inglés
Mayor Histocompatibility Complex) también conocido como Antigeno Leucocitario Humano (HLA) (por sus siglas en
inglés Human Leukocyte Antigen). Se han identificado hasta el momento 3,864 alelos con distribucion mundial variada
(17). Para la identificacion de los haplotipos se utilizan diferentes métodos moleculares como el analisis de
polimorfismo de fragmentos de restriccion, Tipificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa secuencia
especifica, (PCR-SSP por sus siglas en inglés Polimerase Chain Reacction-Sequence-Specific-Primer), PCR-
Multiplex y Tipificacién basada en secuencia, entre otras. (18,19)

Generalidades del HLA. Las proteinas HLA suelen ser los blancos principales de reacciones inmunitarias, como es
el caso de rechazo de tejidos, lo que evidencia que el HLA se comporta como un marcador inmunogénico. Estas
propiedades del MHC son productos secundarios a la funcion de presentar péptidos antigénicos a las células T (20).
Las moléculas de HLA se clasifican en tres clases I, Il y lll. A continuacion se describe la estructura de las moléculas
de clase |y II.

Estructura de las proteinas del HLA y sus sitios de unidn al péptido. La mayor parte de los antigenos peptidicos
se combinan en forma de complejo con las proteinas del HLA para ser presentados a los linfocitos T. Las moléculas
clase | presentan los antigenos a las células T CD8+ (citotoxicas), la clase Il presenta los antigenos a las células T
CD4+ (cooperadoras). Cada una de ellas se expresan en la superficie celular como heterodimeros compuestos por
dos cadenas de polipéptidos enlazadas de manera no covalente. La molécula de clase | consiste en una cadena alfa
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gue se organiza en tres dominios: &1, &2 y &3 . El dominio &z se vincula con la microglobulina B2, polipéptido que
estabiliza la molécula y facilita el transporte hacia la superficie de la célula (Ver Figura 1). En los dominios &1 y &2

radican las variaciones en la secuencia de aminoacidos que determinan la aloantigenicidad y el polimorfismo (21).
Una molécula de clase Il se forma por polipéptidos conocidos como « y B, tienen un tamario similar y se anclan en la
membrana de la superficie celular por su terminal carboxilo. Las regiones extracelulares de ambas cadenas se
pliegan individualmente para formar dominios globulares designados como 1, &2, B1 y B2 respectivamente. La mayor

variabilidad de esta molécula se encuentra entre 1 y B1 (Ver Figura 1) (22,23).

FIGURA 1. Moléculas de HLA clase | y Il. A) Clase | con dominios &1, &, &3 y B2 microglobulina unida a os; B)

Clase Il con sus cadenas ay B
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Cada molécula de HLA puede enlazar un péptido antigénico en los sitios de unién mas alejados de la superficie
celular y lo vuelve accesible para otras células. Este sitio coincide con los lugares de mayor variabilidad de las
moléculas en donde se forma un surco que determina el tipo de polipéptido a enlazar y la aloantigenicidad de la
molécula. La variabilidad se determina por los diferentes alelos del gen que codifica su estructura.

Estructura genética. Los genes que codifican las moléculas de HLA se hallan situados en el cromosoma 6p21.3 y
abarca aproximadamente 4 Megabases (Mb). En esta region cromosémica se han identificado mas de 224 genes y se
sabe hasta ahora que mas del 15 porciento tienen funciones relacionadas con el sistema inmune. La clase | esta
formada por al menos 11 genes y la clase Il por 23. Ambos tipos de loci incluyen un gran ndimero de genes,
pseudogenes y fragmentos génicos no codificantes que se dividen en clasicos y no clasicos. Los clasicos son los de
mayor interés, los de la clase | incluyen HLA-A, By C y los de la clase Il HLA-DP, DQ y DR. Los genes que forman el
sistema HLA son codominantes, por lo tanto, cada individuo expresa dos alelos por cada loci, uno procede del padre y
el otro de la madre. Al final existen seis loci de clase | y seis de clase Il en cada individuo. Al conjunto de alelos del
sistema HLA que se halla en un mismo cromosoma se le denomina haplotipo. Existe un 25 porciento de probabilidad
gue dos hermanos compartan los mismos haplotipos, 50 que compartan un haplotipo y 25 que no compartan ninguno
(24,25). De los 3864 secuencias alélicas de las clases |, Il y 1ll, 1633 codifican para las moléculas clasicas de clase | y
se distribuyen de la siguiente manera: HLA-A 506, HLA-B 851, HLA-C 276. A este tipo de diversidad se le conoce
como polimorfismo alélico y el HLA es el sistema méas polimdrfico conocido (26). Casi todos los polimorfismos entre
los alelos del HLA incluyen residuos de amino&cidos situados en el surco de enlace de péptidos y alrededor de este.
Como resultado, cada variedad alélica tiene sus propias caracteristicas de enlace de péptido. Si bien muchas
variedades alélicas son comunes entre la poblacién, es probable que una persona herede dos alelos distintos de
muchos de los sitios del HLA. Esto es ventajoso para el individuo debido a que aumenta la variedad de péptidos
antigénicos distintos que pueden presentarse a las células T (27). Si bien existen tres tipos fundamentales de grupos
génicos, este estudio se enfoca a la clase |, especificamente HLA-A.

Gen clase | HLA-A. El gen clase | HLA-A codifica para la cadena o y se distribuye en 8 exones. El primer exén
codifica la secuencia lider encargada del transporte polipeptidico hacia el reticulo endoplasmico, este, junto con los
ultimos 4 exones, codifican para los dominios transmembranal y citoplasmatico y contienen las secuencias que hacen
la distincion entre los diferentes genes de esta region (Ver Figura 2). Los exones 2 y 3 codifican para los dominios &1



y o2 de la molécula, son los de mayor variabilidad en el gen y los que determinan el tipo de alelo que posee el
individuo. El exdn 4 codifica para el dominio o3, que es el que interacciona con la microglobulina b2, cuyo gen

codificante no se halla en el cromosoma 6 sino en el 15 (28).

FIGURA 2. Estructura general del gen de HLA-A. Los exones 2 y 3 constituyen el segmento de mayor
variabilidad. L, secuencia lider; DT, dominio transmembranal; DC, dominio citoplasmatico.

Polipépudo

Nomenclatura del sistema HLA basada en la secuencia de nucleétidos. La estandarizacién de la nomenclatura de los
genes del HLA y alelos se realizd en 1984 por el comité de Nomenclatura de la Organizacién Mundial de la Salud.
Los primeros antigenos nombrados fueron determinados serol6gicamente y se identificaron con el prefijo HLA,
seguido del nombre del locus al que pertenecen y el niUmero asignado por el Comité de Nomenclatura (ej. HLA-A2).
Posteriormente con el avance de la tecnologia molecular, el nivel de identificacion aumenté en complejidad.
Inicialmente, los alelos determinados a nivel molecular también se identificaron con el prefijo HLA seguidos del locus
del cual derivan, un asterisco -como separador entre el nombre del locus y la designacion del alelo e indicativo de su
determinacion por métodos moleculares- y un nimero de 4 digitos (ej. HLA-A*0217). Los 2 primeros identifican su
relacion con el antigeno determinado serolégicamente y los 2 siguientes, el subtipo especifico asignado por el comité.
En 1990 se decidi6 aumentar un quinto digito para tomar en cuenta los alelos que difieren Unicamente en
sustituciones silenciosas, no codificantes, dentro de los exones de un alelo (ej. HLA-A*02172). Otros 2 digitos fueron
agregados en 1995 para nombrar alelos con variacion fuera de las regiones expresadas de la secuencia o
polimorfismos dentro de los intrones y las secuencias 5" y 3" que flanquean (ej. HLA-A*0217216). En ese mismo afio
se introdujo la letra N que indica alelo nulo y la letra L que indica baja expresion, entre otras. (29,30). El objetivo
principal de este trabajo fue conocer si la estructura genética de las tres poblaciones mestizas de México estudiadas,
eran similares en términos de los polimorfismos de DNA, especificamente en HLA-A. En caso de serlo, esto seria de
gran ayuda primeramente en los futuros estudios de disefio de caso-control en la busqueda de la asociacién de
marcadores de DNA con enfermedades que afectan a la poblacion Mexicana y su aplicacion dentro de la genética
forense.

Materiales y Métodos

Descripcion de la muestra. La informacion genética de estas poblaciones fue colectada como parte de una
investigacion mas amplia de la estructura genética de las poblaciones mestizas mexicanas. La muestra de Nuevo
Ledén (México) consistid6 de 151 participantes, los cuales fueron entrevistados en la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, de 2004 a 2008. Parte de las pruebas se realizaron en estudiantes de
medicina y el resto en algunos donadores del banco de sangre del Hospital Universitario. La distribucion de padres y
abuelos se observa en la Tabla 1. En la muestra de Jalisco (México), 103 individuos fueron tamizados para HLA-A.
Ellos eran personas no emparentadas que vivian en el area metropolitana de Guadalajara. Todos ellos tenian padres
y abuelos mestizos mexicanos y eran originarios principalmente del estado de Jalisco (31). Los individuos
muestreados en Jalisco fueron empleados del IMSS, sus familiares o estudiantes voluntarios de la Universidad de
Guadalajara. La muestra del Distrito Federal (México) fue seleccionada con propoésitos comparativos y consistio en la
informacién de frecuencias alélicas para HLA-A recopilada por Barquera y colaboradores. (32)



Todas las personas estudiadas por las diferentes investigaciones citadas otorgaron su consentimiento escrito para

analizar su genoma.

TABLA 1. Porcentaje de inmigracién al estado de Nuevo Ledén de acuerdo al lugar de nacimiento de sus

abuelos.
Lugar de Nacimiento Paterno Materno % de inmigracion
Abuelo Abuela Abuelo Abuela | Total
Nuevo Ledn 82 84 81 82 329 0.00
Coahuila 38 36 37 36 147 24.34
Tamaulipas 29 29 31 29 118 19.54
Otros Estados 2 2 2 4 10 1.65
Total 151 151 151 151 604 45.53

Preparacion de la muestra. El DNA fue extraido de leucocitos de sangre periférica mediante el método descrito por

Miller y Cols. (33).

Tipificacion de HLA-A. Se realiz6 la amplificacion del exén 2 y 3 mediante PCR mudltiplex. Se usé una mezcla de
cuatro iniciadores para el exén 2 y seis para el exén 3, sintetizados por Invitrogen (34,35). Los fragmentos de
amplificacion esperados eran de 979 pb para HLA-A. Como control positivo se utilizé un fragmento no polimorfico de
la hormona de crecimiento humano de 392 pb (36). La PCR se realizé en un termociclador PTC-100 con 32 ciclos en

total y las siguientes condiciones(37):

Desnaturalizacién 94°C por 5 min.

Desnaturalizacién 94°C por 30 seg. 10 ciclos

Alineamiento 66°C por 50 seg.

Extension 72°C por 22 seg.

Desnaturalizacion a 94°C por 20 seg 22 ciclos

Alineamiento 65°C por 50 seg.




Extension 72°C por 22 seg.

Extension final a 72°C por 10 min

Se realizaron corrimientos tanto en acrilamida - bisacrilamida 6X proporcion 29:1 con tincién de plata, (Ver Figura 4)

como en agarosa al 1 por ciento tefiido con bromuro de etidio. Los resultados obtenidos fueron clasificados de

acuerdo a la tabla de alelos mas frecuentes (Ver Tabla 2).

FIGURA 4. Corrimiento electroforético del HLA-A en poliacrilamida. Muestra N°003. MPM: Marcador de peso

molecular; A-K: alelos HLA; (-): control negativo. HGH: Hormona de crecimiento, control positivo; Presencia

de bandaen By G

Tabla 2. Grupos alélicos mas frecuentes propuestos por Kurz (27 38).

Grupo |Ex6n |Ex6n |Alelos HLA amplificados
2 3

01 C F A*0101, A*0102, A*0103,A*0104N, A*3601

02 B G A*02011, A*02012, A*0202, A*0203, A*0204, A*0205, A*0206, A*0207, A*0210, A*0211,
A*0212, A*0213, A*0214, A*0215N, A*0216, A*02171, A*02172, A*0218, A*0219, A*0221,
A*0222, A*0224, A*0225, A*0226, A*2408

03/11 C H A*0301, A*0302, A*0303N, A*0304, A*1101, A*1102, A*1103, A*1104, A*8001

24 B E A*2301, A*2402101, A*24021021, A*2403, A*2404, A*2405, A*2406, A*2407, A*2409N,
A*2410, A*2411N, A*2413,A*2414

26/33/66 | A I A*2501, A*2502, A*2601, A*2602, A*2603, A*2604, A*2605, A*2606, A*2608, A*2609,
A*2610, A*2611N, A*3301, A*3303, A*3401, A*6601, A*6602, A*6603

2607 A G A*2607

29 C K A*2901, A*2902, A*2903




30 D H A*3001, A*3002, A*3003, A*3004, A*3006

31/32/74 | A H A*31012, A*3201, A*3202, A*7401, A*7402, A*7403

68 C A*3402, A*68011, A*68012, A*68031, A*68032, A*6804, A*6805

4301 A K A*4301

6802/69 |B A*6802, A*6901
02 B H A*0208, A*0220
68 D A*6806

Métodos Estadisticos. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en cinco partes, En la primera las frecuencias
alélicas fueron estimadas por el método de conteo genético (39). En la segunda, la posible desviacion de las
expectativas de Hardy-Weinberg (HWE) fueron analizadas mediante tres pruebas: homocigosidad (40), razén de
verosimilitud (41) y prueba exacta (42). La Tercera fue la prueba RXC con 50,000 simulacros utilizada para analizar la
homogeneidad de las tres poblaciones Mestizas para HLA-A por separado (43). La cuarta consistié en la prueba de
componentes principales mediante el paquete SPSS v17.0. Finalmente los parametros forenses de heterocigosidad
(h) observada y esperada asi como el contenido de informacién polimérfica (PIC) fueron obtenidos para cada una de

las poblaciones mestizas (44).
Resultados

La distribucion de las frecuencias alélicas para HLA-A para las diferentes poblaciones incluidas se muestran en la

Tabla 3. El alelo méas frecuente fue el A*02 en todos los casos.

Tabla 3. Frecuencias alélicas de HLA-A en poblaciones mestizas mexicanas, latinoamericana, caucasica y
africana. (45, 46,47)

Gene HLA-A Monterrey | Guadalajara | Distrito Federal | Caucasica | Africana | Latinoamericana

*01 .0298 .0686 .0590 .1518 .0572 .0740
*02 .3013 .2157 .3228 .2865 .1888 .2811
*03 -*11 1357 1274 .0708 .1338 .0844 .0807

*23 .0000 .0000 .0249 .0182 .1020 .0292




* 24 1423 .1568 .1640 .0932 .0296 1326
*25 .0000 .0000 .0131 .0211 .0043 .0119
* 2607 .0166 .0292 .0301 .0387 .0282 .0326
*26 - *33 — 66 .0397 .0784 .0670 .0510 .0960 .0594
*29 .0430 .0686 .0315 .0357 .0320 .0451
*30 .0198 .0490 .0367 .0250 .1309 .0448
*31-*32-*74 .0563 .0833 .0800 .0669 .0502 .0755
*34 .0000 .0000 .0052 .0150 .0000 .0000
* 36 .0000 .0000 .0026 .0000 .0000 .0000
* 4301 .0033 .0000 .0000 .0000 .0000 .0000
*68 -*69 1423 .1470 .1193 .0446 .0992 .0807

Frecuencias genotipicas HWE: Las expectativas de HWE analizadas mediante tres pruebas: homocigosidad, razén
de verosimilitud y prueba exacta, no se desvian de HWE para las frecuencias genotipicas de HLA-A en las muestras
de Nuevo Ledn, Jalisco, y Distrito Federal (P > 0.05). En la Tabla 4 se muestran algunos parametros forenses como la
heterocigosidad (observada y esperada) y el PIC obtenidos al utilizarse las frecuencias alélicas. Las
heterocigosidades estan arriba del 80% lo que valida el tamafio de muestra de las tres poblaciones dado que de 100
a 150 individuos es suficiente siempre y cuando la heterocigosidad sea mayor al 70%.

TABLA 4. Evaluacion de los Parametros forenses en tres poblaciones mestizas mexicanas.

Monterrey Guadalajara Distrito Federal
Parametros forenses
N =151 N =103 N= 381
Heterocigosidad observada 0.8421 0.8653 0.8312

Heterocigosidad esperada 0.8449 0.8695 0.8327




PIC 0.8266 0.8508 0.8146

HWE >0.05 >0.05 >0.05

La comparacion de las frecuencias absolutas en las tres poblaciones mestizas mediante la prueba RxC con 50,000
simulacros no revel6 diferencias significativas, lo que demuestra la homogeneidad de las tres poblaciones (P> 0.05).
Mediante el andlisis de componentes principales (andlisis multivariado) utilizando las frecuencias alélicas de las
poblaciones mestizas, caucéasicas, africanas y latinoamericanas se constata el resultado anterior. La figura 5 muestra
en el plano bidimensional la dispersion de las poblaciones Caucasica y Africana y la cercania de las poblaciones
mestizas y latinoamericanas a partir de las frecuencias alélicas del sistema HLA-A. Cabe sefialar que la desviacion
del segundo componente muestra una variabilidad del 93.5 porciento lo que valida fuertemente lo anteriormente

mencionado.

FIGURA 5. Representacion esquematica de las poblaciones mestizas mexicanas (df: Distrito Federal, mty:
Monterrey, gua: Guadalajara), caucasicas (cau), africana (afr) y latinoamericana (lat) mediante el andlisis de

componentes principales.
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Discusion

En el presente estudio se encontraron similitudes en el sistema HLA-A de las poblaciones mestizas de Monterrey,
Guadalajara y el Distrito Federal. Los resultados aqui encontrados son similares a los reportados en el 2001 por
Cerda-Flores y colaboradores utilizando el sistema HLA-DQAL (48). Los mestizos de los Estados de Nuevo Ledn,
Jalisco y el Distrito Federal tienen similares frecuencias alélicas. Este hallazgo tiene profundas implicaciones en los
estudios de asociacion de enfermedades genéticas en poblaciones mestizas mexicanas. La homogeneidad genética
de las poblaciones mestizas facilitara el muestreo, tanto de individuos afectados, como de controles sin necesidad de
informacién sobre entidad federativa de origen o migracién. Lo anterior abre la posibilidad de facilitar la coleccién de



series numerosas de casos y controles. Por otra parte, el hecho de que este sistema tenga una alta heterocigosidad
(> 80 porciento) lo hace de gran utilidad dentro del campo de la genética forense.

Resumen

El objetivo del presente estudio de genética de poblaciones fue conocer si la estructura genética de tres poblaciones
mestizas mexicanas mediante el uso sistema HLA-A era genéticamente homogénea. Ademas de las frecuencias
alélicas de las tres poblaciones mexicanas (Estados de Nuevo Leon, Jalisco y el Distrito Federal), se incluyeron las de
las poblaciones latinoamericanas, caucésicas y africanas. El andlisis multivariado de componentes principales nos
indico que el sistema HLA-A para las tres poblaciones mexicanas presento homogeneidad genética y los parametros
forenses indicaron que este sistema es de utilidad en los sistemas legales y posiblemente en la asociaciéon con
algunas enfermedades.

Palabras clave: HLA-A, Mestizos, México, homogeneidad genética, forense
Abstract

The aim of this population genetic study was to know if the genetic structure of three mexican mestizo populations
based on the HLA-A system was genetically homogeneous. Besides of the allelic frequencies of the Mexican
populations (States of Nuevo Leodn, Jalisco and Federal District), were included Latino American, Caucasian, and
African populations. The multivariate analysis of principal components showed that the HLA-A system for these
Mexican populations were genetically homogeneous and that the forensic parameters can be used into the legal
system and in the association with some diseases.

Key words: HLA-A, Mestizos, México, genetic homogeneity, forensic
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