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RESUMEN

El sistema HLA es el mas polimoérfico de nuestra especie y su interés radica en
que no solo permite la caracterizacioén de las poblaciones sino que su estudio
hallevado a establecerinteresantes relaciones de susceptibilidad a enfermedades
autoinmunes, a diversas infecciones y a propensién a las neoplasias. Dos genes
de este sistema revisten interés: los DQalfal y los KIR que codifican para los re-
ceptores de inmunoglobulinas en los linfocitos “killer” (NK). Los polimorfismos
de los genes KIR no han sido estudiados previamente en nuestra poblacién.
Elobjetivo del presente trabajo fue establecerla frecuencia de los polimorfismos
DQalfa-1 en poblaciones de origen nahua, otomi y tzeltal, y la de los polimor-
fismos de genes activadores e inhibidores KIR en poblaciones nahuay purépecha.
Los datos encontrados se compararon con los observados en la poblacién
mestiza.

El establecimiento del repertorio individual de los genes HLA y KIR y de sus
frecuencias en nuestra poblacion tiene importancia, ya que implican suscep-
tibilidad a enfermedades tan frecuentes como ladiabetesyla capacidad de respuesta
a las infecciones y contribuyen a establecer la estructura genética de las
diferentes poblaciones de nuestro pais.

PALABRAS CLAVE: poblaciéon mexicana, genes DQalfal y KIR.
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ABSTRACT

HLA is the most polymorphic system in human beings and its study has permit-
ted to establish close relationships to susceptibility to autoimmune, infections
and neoplasic diseases. Two interesting genes of this system are DQalfa and
killer-cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genes. The polymorphisms of
these genes have not been previously studied in our population. The individual
repertory of HLA and KIR genes and its frequencies in our population is relevant
because the polymorphisms implied genetic susceptibility to diabetes and
infection diseases that are very frequent in the general population. The study
contributes to the establishment of the genetic structure of the Mexican
population and to deepen in the epidemiologic panoramarelated to preventive
tools to offer better health conditions in our population.

KEY WORDS: Mexican Population, DQalfal and KIR genes.

INTRODUCCION

Elsistema inmunitario protege al organismo de una amplia variedad de
agentes infecciosos (bacterias, hongos, parasitos y virus), al reconocer
especificamente a los componentes del agente patogeno. El éxito de
estarespuesta depende de lainteraccion entre los factores genéticos del
huésped y los del agente agresor. La primera barrera defensiva frente a
una amplia variedad de agentes infecciosos es la integridad de la su-
perficie corporal; unavezsuperada éstase ponen en marcha mecanismos
defensivos innatos o inespecificos del sistema inmunitario, como las
células asesinas naturales (natural killer, NK), los macréfagos y deter-
minados tipos de interferon que estimulan los mecanismos dirigidos a
aumentar la eficacia de larespuestainmunitaria adquirida, al inducir un
aumento de la expresion de moléculas HLA de clases I y II cuyas ca-
racteristicas fundamentales son la especificidad y la memoria.

Las células NK funcionan como puentes entre los sistemas inmu-
nitarios innatos y los adquiridos, ya que son la defensa inicial mientras
se activa la produccion de citocinas especificas para cada tipo de an-
tigeno. Las combinaciones de genes HLA y los genes KIR que codifican
para los receptores de inmunoglobulinas en los linfocitos NK se han
asociado con enfermedades tan diversas como las autoinmunes (ar-
tritis reumatoide, artritis soriatica), infecciones virales, infertilidad y
actualmente con el cancer (Rajagopalan 2005).
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Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) se
conocen como region HLA (antigenos leucocitarios humanos). Es el
que presenta mayor numero de polimorfismos en nuestra especie y su
interés antropolégico radica en que no s6lo permite la caracterizaciéon
de las poblaciones, sino que su estudio ha llevado a establecer inte-
resantes relaciones de susceptibilidad a enfermedades autoinmunes,
diversas infecciones y propension a las neoplasias. Es un conjunto de
mas de mil de genes muy polimorficos, que se localizan en una region
del brazo corto del cromosoma 6. Deben su nombre a su participacion
en la aceptacion o rechazo de transplantes, ya que codifican para
antigenos que participan, en diversas formas, en la respuesta inmune.
Este conjunto de genes se encuentra en casi todas las células nucleadas
del organismo.

El sistema HLA esta dividido en: clase I, que comprende los loci
-A, -B, y-C; y clase II, que comprende la regiéon HLA-D, a su vez dividida
en las subregiones DR, DQ y DP. El uso de técnicas moleculares del ADN
ha permitido que el nimero de polimorfismos nucleares que se cono-
ce vaya aumentando exponencialmente, principalmente en las sub-
regiones ocupadas por los genes DRy DQ. Mediante la determinacion
de los haplotipos HLA, actualmente se pueden reexaminar la estructura
ylasrelaciones entre las poblaciones, que anteriormente se estudiaron
conlos marcadores clasicos, como grupos sanguineos, proteinas séricas,
enzimas de las células rojas, etcétera.

Los genes HLA se han estudiado en muchas poblaciones de
diferentes paises y continentes, incluidas las mexicanas. Asi, se han
encontrado frecuencias diferentes para cada variante y algunos alelos
especificos para cada poblacion (Helmuth et al. 1990, Jankowski et al.
1998).

Las células NK expresan en su membrana plasmatica al receptor
tipo inmunoglobulina (KIR). Son una familia de aproximadamente 15
genes ligados muy cercanamente en el cromosoma 19ql3.4, que
codifican tanto para receptores inhibidores como activadores de las
células NK. Los receptores activadores reconocen las moléculas deriva-
das o inducidas por patégenos, que al ser expresadas en la superficie
de células infectadas provocan su lisis por las células NK. En contraste,
en los tejidos sanos las vias de activacion de estas células son controladas
por receptores de inhibicion (Carrington et al. 2003).
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Lavariacion de los haplotipos depende en gran parte del nimero
de genes KIR activadores, cuya union con HLA es mas débil y dificil de de-
tectar, en tanto que los genes inhibidores KIR tienen ligados HLA defi-
nidosymuestran unadistribucién mas conservada. Como consecuencia
de esta variacion genética, la expresion de las células NK varia mucho
entre individuos.

En diversas poblaciones se ha identificado una gran variedad
de polimorfismos de los genes KIR, pero esto no se habia hecho en
nuestro medio. Por lo que el objetivo de este estudio fue determinar
los haplotiposylafrecuenciade polimorfismos de los genes activadores
e inhibidores KIR en las células NK de dos poblaciones indigenas me-
xicanas nahuay purépecha, y establecer la frecuencia de los polimor-
fismos HLA-DQ alfa-1 en las de origen nahua, otomi y tzeltal, asi como
comparar los resultados de éstas con los encontrados en la poblacion
mestiza.

COMPOSICION DE LA POBLACION ESTUDIADA

Para los genes HLA-DQA-1 se estudiaron 768 personas originarias de las
siguientes poblaciones:
56 nahuas que ocupan la parte montanosa de la Delegacion Xo-
chimilco, D. F.
63 nahuas de San Pedro Atocpan y Santa Ana Tlacotenco, en Mil-
pa Alta, D. F.
38 nahuas de Zitlala, Guerrero.
41 nahuas de Ixhuatlancillo, Veracruz.
25 nahua-africanos de Coyolillo, Veracruz.
110 otomies del valle del Mezquital en Hidalgo.
52 tzeltales de Yajalon, Sitala, Ocosingo, Margaritas, Chilon y Al-
tamirano en Chiapas.

Para los genes KIR se analizaron:
31 nahuas de Zitlala, Guerrero.
24 purépechas de los municipios de Quiroga y Tangamandapio
de Michoacan.
86 mestizos de diferentes regiones del pais para ambos genes.
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Criterios de seleccion: donantes voluntarios, no emparentados
entre si, de unoy otro sexo, aparentemente sanos, y cuyos cuatro abue-
los reunian la condiciéon de ser autéctonos de la misma poblacion. Los
seleccionados otorgaron su consentimiento informado y por escrito.

MATERIAL Y METODOS

La extraccion de ADN se hizo a partir de sangre periférica obtenida por
puncién venosa en tubos Vacutainer conteniendo EDTA, siguiendo el
método estandar de sales, y la purificaciéon del ADN mediante extrac-
ciones fendlicas; la integridad se determiné en geles de agarosa al 2%
y se cuantific6 mediante espectrofotometria.

La amplificacion de los genes estudiados se realizé en un termo-
ciclador Perkin Elmer (1995). La presenciay tamano de los productos
amplificados se verific6 mediante electroforesis en geles de agarosa o
de poliacrilamida.

La tipificacion del loci HLA-DQalfa-1 se realizé6 mediante el méto-
do reverso de “dot blot” con oligo-nucleétidos alelo-especificos usan-
do el Kit Amplitype-PM, de acuerdo con el protocolo del fabricante.
LosalelosKIR se amplificaron por PCR-SSP con primersespecificos (Uhrberg
et al. 1997, Crum et al. 2000).

Analizamos la frecuencia de las variantes (alelos) del locus HLA-
DQalfa-1: #0101, *0102,*0103,*0201,*0301,*0501,*0401, *0601 (Bodmer
et al. 1998).

Se identificaron diez genes KIR:

Seis de funciones inhibidoras: 2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1y
3DL3,y cuatro de senales activadoras: 2DS1, 2DS4, 2DS5y 3DS1. Ademas,
se determinaron los alelos. ¥002,%003 y *004 del gen KIR 2DLI, *001 y
*002/006 del gen KIR 2DL3, *005 y *002/008 del gen KIR 3DLI. Para
el resto de genes estudiados s6lo se identifico la pre-sencia o ausencia
del gen.

Para el analisis estadistico se us6 el programa POPGENE mediante
el cual se calcularon, entre otros datos, el equilibrio de Hardy-Weinberg
y la homogeneidad genética. El analisis discriminante se obtuvo me-
diante el programa SpsS, con lo que se determiné silas relaciones gené-
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ticas de las poblaciones que tenemos en nuestra base de datos presentan
también una légica geografica.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cuadros 1y 2 se observa que, en el caso de los genes HLA-DQalfa-
1, el alelo *0301 es el mas frecuente en las poblaciones indigenas. Sin
embargo, muestra variaciones que van del 70% en los tzeltales, 65% en
Zitlalay 60% en Ixhuatlancillo, al 35% en Xochimilcoy 27% en Milpa
Alta, otomies, y 31% en mestizos. En Coyolillo, poblacién con claro
componente africano, la frecuencia es s6lo 24%, pero tiene mayor
proporcion del alelo #0102, que es caracteristico de poblaciones del
Africa-occidental, y también muestra elevada frecuencia del alelo
*0501 (grafica 1).

Por otra parte, la frecuencia de bQalfal-*0301 que encontramos en la
poblacién indigena es comparable con la observada en inupiaqyyupik
de Alaska (38.3%) (Walkinsha et al. 1996), y en sioux de EUA (49.4%)
(Scholl et al. 1996).

Cuadro 1

Nahua Nahua Nahua NahuaNahua-africanaTzeltal Otomi Mestiza

Alelo Milpa AltaXochimilcolxhuatlancilloZitlalaCoyolillo Chiapas Mezquital Mexicana
n= 126 112 82 76 50 102 220 42
*0101 6.35 2.68 4.88 6.58 10 1 9.1 7.1
#0102 2.38 0.89 1.22 0 20 1 3.2 2.4
*0103 3.18 0 0 0 2 1 1.8 0
#0201 3.18 0 0 0 2 2.9 5.5 2.4
#0301 26.98 34.82 59.76 64.47 24 70.6 27.7 31
#0501 19.8 34.8 24.4 15.8 42 8.8 20.5 33.3
*0401/%0601 38.1 26.8 9.8 13.2 0 14.7 32.3 23.8
Homocigocidad ~ 28.56 35.71 48.78 63.16 36 69.29 18.18 28.57
X2 0.154 0.46 0.586 4.38 0.694 4.53 1.757 0.268
Probabilidad 0.694 0.497 0.443 0.036%  0.404 0.025%  0.185 0.869

Heterocigocidad ~ 0.736 0.673 0.555 0.375 0.705 30.71 0.765 0.73
X2 0.154 0.227 0.312 0.007*  0.508 0.005%  1.757  0.026*
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Grdfica 1. Distribucion de alelos DQ-alfal en poblaciones mexicanas.

La mayor homocigocidad corresponde a Zitlala (63.16%), pobla-
cion con elevada proporcion de hablantes de nahuatly geograficamente
mas aislada. Como se esperaba, las poblaciones con mayor hetero-
cigocidad son las de Milpa Alta (73.6%) y Xochimilco (67.3%), cuyos
valores son semejantes a los de la poblacién mestiza (73.0%).

Se han descrito alelos del complejo mayor de histocompatibilidad
como marcadores de susceptibilidad a una amplia gama de enferme-
dades humanasy a la toxicidad de los antigenos microbianos, que son
variantes diferentes para cada grupo poblacional. Un ejemplo es la
reaccion inmunologica para los antigenos del estreptococo que de-
pende de la cadena DQAIfa que se encuentre en el individuo afectado,
yaque launion de la exotoxina es mayor al polimorfismo HLA-DQA1%01
que a DQA1*03/05. Los resultados sugieren que la heterogeneidad
genética del anfitrion pudo haber desempenado un papel importante
en la evolucion de la enfermedad (Llewelyn et al. 2004).

En los genes KIR se observa una elevada proporcion de los genes
inhibidores 2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1y3DL3, s6lo el gen 2DL5 mostré
una frecuencia menor a 50%. El gen KIR2DL1 se identific6 en el 100%
de los individuos de las tres poblaciones. Caso contrario presentaron
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los cuatro genes activadores estudiados, ya que la proporcion de 2DS1
y 3DS1 fue menor en las poblaciones indigenas que en la mestiza. S6lo
para el gen 2DS4 la diferencia fue significativa, ya que la frecuencia re-
sulté mayor en los nahuas y mestizos que en los purépechas.

Los resultados obtenidos en la determinaciéon de nueve alelos
inhibidores en las poblaciones nahua y purépecha mostraron una
frecuencia muy baja para KIR2DL1*002, 2DL3 *002/006 y 3DL1 *005.
El alelo 2DL1*004 s6lo se observé en 5% de la poblacion nahua de
Zitlala, Guerrero (cuadro 2y grafica 2). Los alelos mas frecuentes en
ambas poblaciones indigenas fueron 2DL1*003, 2DL3*001 y 3DL1*
002/008.

Como observamos en las poblaciones estudiadas, los genes KIR2DL.1
y 2DL3 también estan presentes en el 95a 100% de casi todas las pobla-
ciones analizadas: irlandeses, caucasicos, vietnamitas, japoneses
(Norman et al. 2002, Uhrberg et al. 1997, Yawata et al. 2002). KIR3DL3
tiene alta frecuencia en griegos (Dimitra et al. 2003) y japoneses (Par-
ham 2002), mientras que en nuestro estudio alcanzé6 una frecuencia de
70%. El gen 2DL5 tiene menor frecuencia en mexicanos, africanos
(Norman et al. 2002) yjaponeses (40-50%). Al determinar los diferentes

Cuadro 2

Frecuencia de genes y alelos KIR en poblaciones mexicanas
Genes Purépecha Nahua Mestiza Genes Purépecha Nahua
Inhibidores n=24 n=31 n=86 Inhibidores n=24 n=31
2DL1 100% 100% 100% Alelos
2DL3 91.67 96.77 100 2DL1-002 4% 20%
2DL4 83.33 90.32 100 2DL1-003 96 76
2DL5 45.83 32.26 49 2DL.1-004 0 5
3DL1 79.17 93.55 99 2D1.3-001 93 95
3DL3 83.33 70.97 100 2D1.3-002/006 5 7
Activadores 3DL1-002/008 80 84
2DS1 12.5 12.91 42 3DL1-005 16 20
2DS4 33.33 64.52 98
2DS5 29.17 12.91 40
3DS1 25.01 16.13 42

Palma Martinez, Rosa J. 2005.
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Grifica 2. Frecuencia de genes inhibidores y activadores KIR
en poblaciones mexicanas.

alelos de los genes inhibidores mostraron un amplio polimorfismo,
aunque la diferencia fue estadisticamente significativa s6lo para el
alelo *002 del gen KIR2DL1 entre nahuas y purépecha.

En relacion con los genes activadores, el hecho mas importante
consiste en que los porcentajes son significativamente menores en las
poblaciones indigenas que en la mestiza, mientras que el gen KIR2DS5
varié en nuestra poblacion entre 13 y 40%. Este gen activador no se
encontro en australianos ni en vietnamitas (Toneva et al. 2001) y tiene
baja frecuencia (<40%) en mexicanos, irlandeses, griegos, africanos,
palestinos y japoneses (Norman et al. 2001, Uhrberg et al. 1997, Yawata
et al. 2003). En todas las poblaciones, incluida la mexicana, el 2DS4 es
el mas frecuente (50-85%) de los genes activadores.

Se ha observado gran diversidad en la distribucion de los genes
KIR de activacion en las diferentes poblaciones: KIR3DSI es frecuente
en Asia (53%), en africano-americanos se reporta 24%; KIR2DS2 y
2DS3 son mas frecuentes en africano-americanos (61% y 43%,
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respectivamente) y menos frecuente en asiaticos (37% y 25%, respec-
tivamente) (Zeying et al. 2003).

Ladiversidad étnica en la distribucion de los genes KIR activadores
probablemente es debida a la seleccion diferencial en las poblaciones
que se han desarrollado en distintas areas geograficas.

El estudio de los genes KIR reviste notable interés porque una vez
que se establece su repertorio en cada individuo es posible derivar im-
plicaciones funcionales relacionadas con susceptibilidad para algunas
enfermedades. Este aspecto adquiere importancia desde el punto de
vista epidemiolégico por la distinta propension genética que los indi-
viduos y las poblaciones muestran a los agentes terapéuticos y a dife-
rentes enfermedades.

Se ha demostrado que lainteraccion se lleva al cabo entre las células
que tienen HLACI y HLAC2 con los receptores KIR2DL que inhiben la
accion de las células NK. Dado que la interaccion entre KIR2DL3 y
HLAC]1 es mas débil, los individuos con este genotipo pueden defen-
derse, por ejemplo, mas rapidamente de la infeccién con virus de
hepatitis C que los individuos que tienen otros genotipos.

Ademas, se ha demostrado que la combinacion de los genes activa-
dores KIR2DS2 y sus respectivos ligandos HLA, con los que interactian,
se encuentra mas frecuentemente en casos con diabetes tipo 1 que en
los sujetos control, y que un aumento en los genes activadores KIR2DS2
combinados con una pérdida de genes inhibitorios KIR incrementa el
riesgo para desarrollar esta enfermedad.

En el analisis discriminante (figura 1) se observa claramente la se-
paracion de los diferentes grupos de la poblacion indigena y la mayor
similitud de la poblacion de Coyolillo con la poblacién africana.

CONSIDERACIONES

Este es un estudio pionero sobre los genes KIR en la poblacién mexicana
y los datos observados han permitido establecer algunas diferencias
significativas entre las poblaciones nahua de Guerrero y purépechay
la mestiza mexicana.

El estudio de los genes KIR reviste interés no solo por su notable
polimorfismo sino por sus esenciales interacciones con los genes HLA
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Figura 1. Distribucién de las poblaciones segtun al analisis
de componentes principales.

del sistema inmunolégico, también notablemente polimoérficos en el
presente trabajo con los DQalfa-1.

El establecimiento del repertorio individual de los genes KIRy de
sus frecuencias en nuestra poblacion tiene importancia desde el punto
de vista epidemiologico, ya que implican susceptibilidad a enfermeda-
des tan frecuentes como la diabetes y la capacidad de respuesta a las
infecciones.

La utilidad de un marcador genético en el diagnéstico molecular
depende de su polimorfismo y de la heterocigocidad que presenta en
una poblacion especifica. Establecerlamagnitud de la heterogeneidad
genética, las variantes y sus frecuencias en personas sanas de la poblacion
mestiza mexicana y en los diferentes grupos étnicos, se vuelve indis-
pensable para identificar oportunamente, con mas precision, a los indi-
viduos susceptibles de presentar y transmitir enfermedades de origen
genético, y asi poder proporcionar un asesoramiento mas adecuadoy
establecer medidas preventivas.
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Losresultados obtenidos permiten identificar el grado relativo de
diferenciacion genética entre individuos que provienen de diferentes
grupos étnicos.
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