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RESUMEN

Las células “Natural Killer” (NK) expresan en su membrana plasmatica al receptor
tipo inmunoglobulina (KIR) codificado por una familia de genes altamente
polimérficos que se localizan en el cromosoma 19q13.4. Estos receptores tienen un
papel importante en el control de la respuesta inmune, lo cual podria explicar
algunas asociaciones observadas entre ciertos genes KIR y enfermedades como
artritis reumatoide, artritis soriatica e incluso en el control del desarrolio de la
enfermedad del VIH. En diversas poblaciones del mundo se ha identificado una gran
variedad de polimorfismos de los genes KIR en cada individuo, pero no se ha hecho
en nuestro medio. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar la frecuencia
de polimorfismos de los genes KIR en las células NK en dos poblaciones indigenas
mexicanas. Se realizo la amplificacion de la region correspondiente a los genes KIR
mediante la técnica de PCR-SSP con “primers” especificos a partir de muestras de
DNA previamente extraidas y purificadas de 55 individuos sanos, no relacionados,
provenientes de dos grupos étnicos: Nahuas de Zitlala, Guerrero y Purépechas de
San Andrés Tzirandaro, Michoacan. Se identificaron 10 genes KI/R: 6 inhibidores
(2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1 y 3DL3) y 4 activadores (2DS1, 2DS4, 2DS5 y
3DS1). Para los genes inhibidores KIR2DL1, 2DL3 y 3DL1 se determinaron alelos (5
para el primero, 3 para el segundo y 5 para el tercero), mientras que para el resto de

genes estudiados sélo se identifico la presencia o ausencia del gen.
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Los genes inhibidores KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1 y 3DL3 fueron los que mas
predominaron en ambas poblaciones (75-95%), a excepcion de KIR2DL5 (40%). El
gen KIR2DL1 se identifico en todos los individuos estudiados (100%). Respecto a los
genes activadores, los 4 identificados (2DS1, 2DS4, 2DS5 y 3DS1) se encontraron
en baja frecuencia en la poblacién indigena (menos del 25%), excepto el gen 2DS4
que se encontré6 en un promedio del 50% en la poblacion estudiada. También se
identificaron alelos para los genes inhibidores KIR2DL1, 2DL3 y 3DL1. En el gen
KIR2DL1 se determinaron tres alelos predominando el *003 (76-96%), siguiéndole el
*002 (4—-20%) y por ultimo el *004 (5%) presente unicamente en Nahuas. Para el gen
KIR2DL3 se identificaron dos alelos (*001 y *002/006) siendo el mas frecuente el
*001 en ambas poblaciones (93 — 95%). Finalmente se identificaron dos alelos
(*002/008 y *005) en el gen KIR3DL1, encontrandose en mayor proporcion el
*002/008 (80 — 84%) en las dos poblaciones. Los datos de nuestro estudio han
permitido conocer la frecuencia de estos genes en poblaciones indigenas
mexicanas. Ademas, los datos sugieren que, una vez establecido el repertorio de
genes KIR en cada individuo, sera posible determinar implicaciones funcionales

relacionadas con susceptibilidades hacia algunas enfermedades.
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ABSTRACT

Natural Killer (NK) cells express the killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) in
their surface. These receptors are encoded by a family of highly polymorphic genes
localized at the chromosome 19q13.4. These receptors play a significant role in the
immune response control, which may explain some observed associations between
KIR genes and diseases such as rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis and control of
HIV disease progression. Great variability in polymorphisms of KIR genes has been
observed in several world populations; however, there is no information about these
genes in Mexican population. Accordingly, the purpose of this study was to assess
the polymorphism frequency of KIR genes in NK cells of two Mexican ethnic groups.
Amplification of the KIR genes locus was carried out by PCR-SSP with specific
primers method of previously extracted and purified DNA samples of 55 healthy
individuals, unrelated from two ethnic groups: Nahuas from Zitlala, Guerrero and
Purépechas from San Andrés Tzirandaro, Michoacan. Ten KI/R genes were
identified: 6 inhibitors (2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1 and 3DL3) and 4 activators
(2DS1, 2DS4, 2DS5 and 3DS1). For the inhibitors genes KIR2DL1, 2DL3 and 3DL1
alleles were determined (5 for the first, 3 for the second and 5 for the third), while for
all of them, there were identified just the presence or absence of the gene. The most
frequent genes present in both ethnic groups were the inhibitors genes KIR2DL1,

2DL3, 2DL4, 3DL1 and 3DL3 (75-95 %), with exception of KIR2DLS (40%).
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KIR2DL1 gene was identified in all studied subjects (100%). The four activator genes
identified (2DS1, 2DS4, 2DS5 and 3DS1) were found in a low frequency in the ethnic
groups (less than 25%), with exception of 2DS4 which was found in 50% of the
studied population. In addition, some alleles were identified in the inhibitor genes
KIR2DL1, 2DL3 and 3DL1. For KIR2DL1 gene three alleles were identified, being the
most frequent the *003 (76-96%), followed by the *002 (4-20%) and finally the *004
(5%) only present in the Nahuas group. Two alleles were identified (*001 y *002/006)
in the KIR2DL3 gene, being the most frequent the *001 in the studied population (93
— 95%). Finally, two alleles were identified (*002/008 y *00S5) in the KIR3DL1 gene.
The most frequent allele in our population was the *002/008 (80 — 84%). Data have
allowed us to know the frequency of these genes in two Mexican ethnic groups.
Moreover, data suggest that, once established the KIR repertory in each individual, it
would be possible to determine functional implications related whit susceptibilities to

some diseases.
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1. MARCO TEORICO

1. ESTRUCTURA GENETICA DE LAS POBLACIONES.

A. Generalidades

La genética es una especialidad singular entre las diversas disciplinas de la
medicina porque centra su atencion en familias, en lugar de hacerlo en un paciente
individual. La genética poblacional es el estudio de la distribucion de las variantes
(alelos) de los genes en las poblaciones y de la manera en que las frecuencias de
genes y genotipos se mantienen o cambian (Thompson et al., 1996).

Un gen se define como la secuencia de DNA cromosémico de un tamafno variable
medido en pares de bases, que contiene la informacién requerida para fabricar un
RNA mensajero y a través de éste una proteina (Robertis, 1996). Los alelos son
formas alternas de un gen que difieren en secuencia o funcién; son variantes de un
gen en un cromosoma. Cada juego completo de alelos codificados en cada uno de
los cromosomas heredados de un progenitor se denomina haplotipo. El genotipo
esta dado por los alelos localizados en una region o locus (sitio de un cromosoma

donde se localiza un gen determinado) particular en el cromosoma de un individuo.
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La estructura genética de las poblaciones naturales se aleja de muchas de las
condiciones ideales, es decir, las poblaciones no tienen un tamafo constante, ni
tienen siempre los mismos tipos de apareamientos, ni estan sujetas de manera
uniforme a condiciones constantes de mutacién, migracion y seleccion. También es
evidente que, debido a la existencia de alelos multiples, hay normalmente mas de
tres genotipos diploides para cualquier locus y que, debido a la interaccién, la
eficacia bioldgica de estos genotipos debe depender de genes situados en otros loci.

Debido al efecto de la seleccion natural durante largos periodos de tiempo, se puede
considerar que muchas poblaciones han adquirido fenotipos que estan 6ptimamente
adaptados a su ambiente. Es decir, muchos fenotipos tenderan a agruparse
alrededor de algun valor para que la eficacia biolégica sea maxima. Por
consiguiente, puede esperarse que los individuos que se alejan de estos fenotipos
optimos posean una menor eficacia biolégica que aquellos mas préximos a los

valores 6ptimos (Strickberger, 1988).

La informacion sobre la estructura genética del mexicano proviene de dos tipos de
estudios: unos con orientacidon fundamentalmente médica, como son las
investigaciones sobre errores congénitos del metabolismo o aberraciones
cromosomicas (entre otras), y otros con orientacion antropoldgica, realizados con el
objeto de caracterizar biologicamente a determinadas poblaciones. Ambos estudios

tienen relevancia desde el punto de vista médico.

Los tres requisitos que idealmente debiera tener una medicidn para describir
biolégicamente a un grupo humano, son: a) que en su expresion intervenga poco o
nada el medio: b) que permanezca sin cambio durante la vida de los individuos, y ¢)

que se conozca su modo de herencia (Lisker, 1981).
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B. Poblaciones Humanas

La especie humana, con cerca de 5, 000 millones de miembros, se divide en muchas
subpoblaciones distinguibles, las mas grandes de las cuales se denominan
comunmente razas. Estas se definen como grupos de poblaciones principales cuyos
acervos genéticos difieren entre si. Existen tres divisiones raciales principales:
caucasicos, negros y asiaticos, cada una de las cuales tienen numerosos subgrupos
genéticamente diferentes. Aunque los cromosomas humanos y los loci que
contienen son idénticos en todos los miembros de la especie, las frecuencias

alélicas en muchos loci varian ampliamente entre grupos poblacionales.

En el periodo glacial mas reciente, hace 10,000 afios aproximadamente, la masa
terrestre euroasiatica, en la que se habian desarrollado asentamientos humanos
pequefnos y esparcidos, se dividid en tres regiones distintas separadas por areas
glaciales montafosas que constituyeron barreras fisicas para la comunicacion y el
apareamiento. Se cree que en estas regiones geograficas y, por tanto,
genéticamente aisladas unas de otras, se desarrollaron los tres grupos raciales
principales. Después cada grupo se subdividi®6 cada vez mas en numerosas
subpoblaciones distintas, a menudo denominadas grupos étnicos, con sus propios
conjuntos caracteristicos de frecuencias génicas (Thompson et al., 1996).

(P8 ]
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S Estratificacion

Una poblacidon estratificada es aquella que contiene varios subgrupos que se han
mantenido genéticamente diferenciados a lo largo de la evolucion. En todo el mundo
existen numerosas poblaciones estratificadas; por ejemplo, la poblacion de Estados
Unidos se estratifica en dos subgrupos principales, individuos de razas blanca y
negra, y varios subgrupos mas pequefios, que incluyen americanos indigenas,
asiaticos e hispanicos. Cuando la seleccion de uniones en una poblacién mixta se
restringe a los miembros del mismo subgrupo, el resultado es un exceso de
homocigotos y una deficiencia correspondiente de heterocigotos en la poblacién
general para cualquier locus con mas de una alelo.

El conocimiento de la estratificacion puede ser relevante en algunas situaciones
clinicas. Asi, no sélo varia la frecuencia, sino también los alelos mutantes
especificos de diferentes trastornos genéticos entre grupos poblacionales, por lo que
cada grupo poblacional posee sblo unos pocos alelos comunes, ademas los alelos
frecuentes en una poblacion resultan escasos en otras (Thompson et al., 1996).

D. Aspectos sobre la cultura de pueblos indigenas mexicanos

En la mayor parte de los estudios se caracteriza a los grupos indigenas por su
lengua ya que es uno de los rasgos culturales mas importantes que identifica y da
cohesion a aquellos que la comparten. Segun Swadesh 1959, las lenguas indigenas
de Meéxico se clasifican en cuatro grandes grupos que son: Joca-Meridional,
Otomangue (Otomies), Nahua-Cuitlateco (Nahuas y Huicholes) y Maya-Totonaco
(Purépechas o Tarascos) (Scheffler, 1999).
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a. Nahuas

El nombre del grupo nahuatl proviene del verbo nahuatli (hablar con claridad); este
término se emplea para designar tanto al grupo como al lenguaje de los mexicas, los
mexicanos. El grupo nahua es el mas numeroso de México, sus miembros viven en
diferentes estados del pais; en Puebla, Veracruz, Hidalgo, San Luis Potosi, Tlaxcala,
Morelos, el Estado de México, Distrito Federal con 83,064, y Guerrero con 128,192
habitantes (Figura 1). En menor proporcion se localizan en Oaxaca, Jalisco y

Michoacan.

La lengua nahuatl se encuentra dentro de la subfamilia “aztecoide” que pertenece a
la familia o grupo yuto-azteca. Este grupo de lenguas emparentadas se habla desde
las mesetas de la gran Cuenca del Oeste de los Estados Unidos hasta algunas
regiones de Nicaragua. Dentro del territorio mexicano el nahuatl es el idioma con
mayor numero de hablantes del grupo yuto-azteca. Segin sus caracteristicas
linguisticas, el nahuatl se ha dividido en cuatro grupos: el del este, del oeste, el
central y el septentrional, el de Morelos pertenece al segundo que utiliza la “tI” al final
y usa como prefijo el pretérito. La salud entre los pueblos Nahuas de Morelos
significa estar en las mejores condiciones fisicas, psiquicas y espirituales para llevar
a cabo todas sus actividades.

La enfermedad es tratada dentro del grupo doméstico por terapeutas tradicionales o
a través de la medicina institucional. Las amas de casa y los médicos tradicionales
recurren a plantas medicinales y masajes, asi como a una cuidadosa selecciéon de
los alimentos, de acuerdo con su calidad de frios o calientes, dependiendo también
de la naturaleza de la enfermedad, ademas de llevar a cabo diversos rituales de
curacién. Los especialistas tienen distintos niveles de iniciacion y entrenamiento. En
algunos casos la medicina tradicional se ha combinado con practicas modernas
alépatas, y en otros, de lo tradicional han pasado a las microdosis. Los médicos
tradicionales son consultados por gente de sus propias comunidades, de otros
estados y uno que otro extranjero.
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En los pueblos Nahuas de Morelos la principal actividad econémica es la agricultura
para la cual se emplean varios agroquimicos. En Hueyapan, con una poblacion de
6,500 habitantes, se practica la agricultura, que se destina para el autoconsumo
(maiz vy frijol) y para el comercio (hortalizas y frutas como pera, durazno, tejocote,
aguacate y membrillo); el principal problema productivo que tienen es que los
arboles ya son viejos y muchos de ellos estan infestados de plaga. Los terrenos
agricolas y los pastizales son de propiedad ejidal, comunal o pequerias propiedades.

Otras actividades econdmicas importantes son la elaboracion de artesanias textiles,
de muebles y el pequefio comercio que abastece de lo indispensable a la regién.

La autoridad esta a cargo del ayudante municipal o del delegado, ademas del Juez
de Paz quien trata los asuntos judiciales.

Actualmente, la relacion entre los cargos religiosos y los civiles no es tan estrecha
como lo fue en afios anteriores. Sélo en algunos de estos pueblos se reconoce aun
a los huehuechiques, ancianos prestigiados, que fungen como consejeros de los
jovenes en vispera de casarse, y de la poblacién en general. Los Nahuas de
Morelos, ya sea que hablen su lengua o no, conservan en gran medida los
conocimientos de sus antepasados. Su visidon del mundo, de la naturaleza, de Dios,
la forma de elegir a sus representantes, sus ritos agricolas de peticién de agua, sus
procesiones a los lugares sagrados, sus danzas, su musica, sus recuerdos sobre un
pasado cercano lleno de posibilidades ecoldgicas y abundancia de recursos frente a
la pobreza econdémica y las carencias en las que viven actualmente (Saldafa
Fernandez, 2005).
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b. Purépechas o Tarascos

Este pueblo indigena habita las regiones lacustre y montanosa del centro de
Michoacan en un territorio que abarca la sierra, la canada y algunos valles de la
zona lacustre. Se llaman asi mismo “purhépecha” y cada uno de sus integrantes es
un “purhé” o “puré” que significa gente o persona; esto implica una autoafirmacion
como seres humanos y pueblo en general. Desde la conquista y hasta hace unos
cuantos anos, este pueblo era conocido como tarasco; sin embargo, esta
denominacién es externa y les fue impuesta por los conquistadores. El area purhé
actual se extiende a lo largo de 6,000 km? de los 60,000 que tiene el estado de
Michoacan, en la regiéon norcentral de la entidad (Figura 1). Esta area se ubica entre
los 1,600 y 2,600 metros sobre el nivel del mar y se le denomina Porhépecheo o
Purhépecherhu, que significa "lugar donde viven los purhé". El area se ha
subdividido tradicionalmente en cuatro regiones: Japdndarhu (lugar del lago),
Eraxamani (Cafada de los once pueblos), Juatarisi (Meseta), la ciénega de Zacapu
y antiguamente se agregaba otra region: Jurhio (lugar de la tierra caliente).
La poblacion purhépecha se concentra sobre todo en 22 municipios: Coeneo,
Charapan, Cheran, Chilchota, Erongaricuaro, Los Reyes, Nahuatzen, Nuevo
Parangaricutiro, Paracho, Patzcuaro, Periban, Quiroga, Tancitaro, Tangamandapio,
Tangancicuaro, Tingambato, Tinguindin, Tocumbo, Tzintzuntzan, Uruapan, Zacapu y
Ziracuaretiro. Sin embargo, las personas que hablan la lengua purhé se distribuyen
en 95 de los 113 municipios del estado.

Las localidades indigenas se caracterizan por tener un asentamiento de tipo
compacto; hay municipios y poblados que tienen anexos, esto es, localidades
periféricas con unas cuantas viviendas, por lo que en tal caso, se puede hablar de
asentamientos mixtos. La poblacion mestiza vive sobre todo en los centros urbanos
que rodean el area. Con respecto a los servicios de salud, las poblaciones
medianas y pequefas del éarea cuentan generalmente con clinicas de la Secretaria
de Salud o unidades médicas rurales del IMSS-Solidaridad.
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El idioma purhé no tiene parentesco linglistico cercano con ninguna de las lenguas
originales que se hablan en México. Se reconocen tres variantes dialectales: la de la
region lacustre, central y serrana. Sin embargo, estas variantes dialectales no
impiden la comunicaciéon de una zona a otra. En el registro de los censos se puede
apreciar la sensible disminucion de las personas que hablan la lengua purhé a lo
largo del tiempo; sin embargo, a partir de 1980 ha dado inicio un movimiento de
apoyo a través de la Academia de la lengua purhé y el trabajo del Centro de
Investigaciones de la Cultura purhépecha, para el fortalecimiento de esta lengua con
el establecimiento de su abecedario. La salud es considerada por los purhépechas
como un resultado de la armonia con la naturaleza y del cumplimiento de las normas
comunitarias y familiares.

En relaciéon con la medicina tradicional encontramos diversas especialidades entre
los terapeutas, la mayoria de los cuales son mujeres mayores de 55 anos y entre
quienes encontramos: curanderos (tsingjpir, xurhrijki, eshperi), parteras (pikurpiri),
sobadoras (parhijpiri), brujos (sikuame), hueseros (sesi atsintani unicha, juturuntani
uni), hierberas (uitsakua mitiasti, uitakua jamantspini) y finaimente los mollereros
(ukata). Las principales causas de demanda de atencion de la poblacion en materia
de salud son afecciones de: la rinofaringitis, gastroenteritis y padecimientos

osteomusculares.

Los purhépecha-uanacaze establecieron su senorio en Tzintzuntzan, lhuatzio y
Patzcuaro, desde donde empezaron a extender sus dominios a la region del rio
Balsas, Jalisco, Colima, Zacatula y Guanajuato;, en el oriente se aliaron a los
matlatzincas para pelear contra los mexicas. Estos ultimos pretendieron someterlos,
por lo que se dieron grandes batallas desde mediados del siglo XV entre mexicas y
purhépechas, a pesar de lo cual el area purhé nunca fue sometida al dominio

mexica.
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Después de 1940 es notable el incremento de la migracién de la poblacion purhé

hacia Estados Unidos; en algunas comunidades la poblacion migrante asciende al
25% o 35%. Estos trabajadores migrantes contribuyen econémicamente de manera
importante en la realizacion de obras publicas en sus comunidades de origen.
También existen autoridades oficiales, entre quienes destacan el jefe municipal de
tenencia, los jueces, el representante de bienes comunales, el consejo de vigilancia
y el juez del registro civil, entre otros. Este pueblo concebia que su origen era divino,
por eso en el libro denominado “La Relacién de Michoacan” la historia comienza en
el cielo y la segunda parte continda en la tierra (Argueta, 2005).

Figura 1. Localizacién de los grupos étnicos estudiados en la Republica Mexicana.
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E. Fenotipos y Genotipos

Si bien se quiere conocer el genotipo (alelos presentes en un locus) de una persona
para determinar con precision los riesgos de recurrencia, en la mayoria de las
ocasiones solo el fenotipo puede observarse y medirse de manera directa ya que
esta definido por las caracteristicas bioquimicas, fisiologicas y morfolégicas de un
individuo y en un sentido mas limitado, por la expresion de algun gen o genes
determinados. Asi, se requiere utilizar las cifras de frecuencia de una enfermedad
hereditaria u otro rasgo genético para calcular las frecuencias alélicas individuales.
Para realizar esto se requieren conocimientos sobre la presencia de los genes en las
poblaciones y su transmision de generacion en generacion. Cuando se habla de la
frecuencia poblacional de un gen, se considera como un acervo génico que contiene
todos los alelos en un locus particular para toda la poblacién. Una consecuencia
importante de las relaciones entre fenotipo, genotipo y frecuencias alélicas es que

las proporciones de los genotipos no cambian de generacion en generacion.
F. Polimorfismo Genético

Muchos loci se caracterizan por tener cierto numero de alelos relativamente
comunes que permiten clasificar a los miembros de una poblacién natural en
fenotipos muy distintos. El polimorfismo genético se define como la presencia de
alelos multiples en un locus, en el que al menos dos alelos aparecen con frecuencias
mayores al 1%. Por lo tanto por convencion, los loci polimérficos son aquellos en
los que al menos 2% de la poblacién es heterocigotica (genotipo con dos alelos
diferentes en un locus determinado en un par de cromosomas homologos). Sin
embargo, debido a que muchos loci polimorficos se caracterizan por un gran numero
de alelos diferentes, la proporcion de heterocigotos para estos loci resulta mucho
mayor. De nuevo por convencion, los alelos con frecuencias menores a 1% se
denominan variantes raras (Thompson et al., 1996).

10
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A lo largo de los afios, se han detectado un gran numero de enzimas y otras
proteinas humanas en diferentes poblaciones. Se ha encontrado que una tercera
parte de todos los loci examinados muestra polimorfismo detectable al menos en un
grupo étnico o racial importante y, con frecuencia, en los grupos poblacionales mas
numerosos (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1971).

La amplia incidencia de polimorfismo genético implica que cualquier individuo
probablemente sea heterocigoto para muchos loci génicos diferentes (Thompson et
al., 1996).

2. INMUNIDAD.

A. Generalidades

La humanidad siempre ha sido afectada por enfermedades que en forma de
epidemias han eliminado a comunidades enteras. En el pasado, las enfermedades y
las epidemias eran consideradas como maleficios o0 como castigos divinos. Esta idea
fue enérgicamente rechazada por Hipdcrates, el famoso médico griego nacido en el
ano 460 a.C., quien sostuvo que las enfermedades eran ocasionadas por factores
tales como el clima (el frio, el calor o los vientos), el agua, la tierra, la comida y los
habitos de vida de los individuos. Se sabia que algunas enfermedades podian
transmitirse de una persona a otra cuando convivian en estrecha proximidad o
cuando hacian uso indiscriminado de utensilios 0 ropa de uso personal. Asi nacio el
concepto de contagio y la idea de que las enfermedades podian ser causadas por
microbios, organismos invisibles al ojo humano.

El descubrimiento de algunos de los gérmenes causantes de enfermedad fue la
aportacién a la medicina de los primeros “cazadores de microbios” dentro de los que
estuvieron Hans Armauer Hansen, descubridor del bacilo de la lepra (1873), y
Robert Koch, descubridor del bacilo de la tuberculosis (1882), por citar s6lo a dos de

los pioneros en este campo.

11
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Aun mas antigua era la nocidbn de que una persona que desarrollaba una
enfermedad y luego se recuperaba de ella, dificiimente volvia a contraer la misma
enfermedad, al menos en el corto plazo.

Asi, poco a poco se fueron describiendo una serie de fendmenos biol6gicos en
donde los términos de inmunidad y respuesta inmunitaria fueron cada vez mas
frecuentes.

Hoy en dia, se denomina inmune a aquel que habiendo padecido una infeccion,
mantiene luego una defensa permanente contra los gérmenes que la provocaron. La
capacidad de un individuo para mantenerse libre de infeccion depende tanto de su
resistencia natural o inmunidad innata como de la resistencia que pueda desarrollar
o adquirir durante su vida (inmunidad adquirida). La inmunidad innata no requiere del
contacto previo con el agente infectante y funciona de manera no especifica. La
inmunidad adquirida, en cambio, solo se genera después del contacto con el agente
y es especifica para el mismo (Rojas-Espinosa, 2001).

B. Tipos de inmunidad

a) Natural: corresponde a las barreras de proteccién generales inespecificos

(piel, mucosas, saliva, etc.) y no responde a estimulos especificos.

b) Adquirida: es la que se obtiene por medio de un proceso estimulo-respuesta.
Puede ser activa, cuando el organismo produce sus propios efectores
inmunologicos, o pasiva, cuando recibe anticuerpos ajenos formados en otro
organismo o huésped por tratamiento con antisueros o sueros inmunes (Farrera-
Rozman, 1995).

12



3. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC).

El MHC por sus siglas en inglés (major histocompatibility complex) es un conjunto de
mas de 1,000 genes alineados en una region grande y continua del genoma,
estrechamente ligados y muy polimérficos, que deben su nombre a su participacion
en la aceptacién o rechazo en el transplante, de los cuales un poco mas de 40
codifican para antigenos de leucocitos y participan, en diversas formas, en la

respuesta inmunitaria.

En la especie humana la codificacion genética del MHC se localiza en el cromosoma
6 y se conoce como region HLA (human leukocyte antigens). Este conjunto de genes
se encuentra presente en casi todas las células del organismo y constituye la tarjeta
de presentacidén de cada ser vivo individual, por lo tanto ayuda a distinguir lo propio

de lo ajeno.

De las 3 clases de genes existentes de MHC 6 HLA, la del tipo | (tema de nuestro
interés) codifica para antigenos que constituyen una parte integral de la membrana
plasmatica de las células nucleadas, dando lugar a diferentes tipos de moléculas:
MHC-A, MHC-B y MHC-C (Thompson et al., 1996). Estas moléculas se unen a
péptidos antigénicos y los presentan a los linfocitos T citotéxicos (LTC).

13
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4. CELULAS NK DE LA INMUNIDAD INNATA,

La inmunidad innata se encuentra presente en todos los seres vivos y antecede a la
inmunidad adquirida, ya que no requiere de una exposicion previa con el patégeno
para su activacion y sus mecanismos de reconocimiento se activan inmediatamente
después de la infeccion. Por este motivo no tiene memoria inmunolégica, no se
modifica a lo largo de la vida del individuo y juega un papel importante en el proceso

de inflamacion.

El sistema inmune es capaz de ejercer su accion protectora por medio de diferentes
mecanismos, los cuales ademas de incluir barreras naturales de proteccion como la
piel, mucosas, sistema de complemento, etc., se incluye a las células de la
inmunidad innata (células fagociticas, células NK, etc). De éstas, las células NK 6
linfocitos asesinos naturales (NK por sus siglas en inglés de Natural Killer) son las

células centrales de los mecanismos innatos de defensa.

Las células NK son un subgrupo de linfocitos que se encuentra en la sangre y los
tejidos linfoides, especialmente en el bazo, constituyen del 5 al 16% del total de los
linfocitos de la poblacion sanguinea (Abbas, 1995). Estas células derivan de la
médula dsea y parecen linfocitos grandes con numerosos granulos citoplasmaticos,
por lo que a veces se les llama linfocitos granulares grandes (Abbas, 1995; Figura
2). Las células NK son una primera linea de defensa importante contra la aparicion
de células malignas y células infectadas por virus, bacterias y protozoarios (Chapel,
1999).

14



Figura 2. Las células NK forman un grupo distinto de linfocitos granulosos grandes que, como los
linfocitos T citotoxicos, emplean granulos citoplasmaticos que contienen perforinas y granzimas para
matar a las células malignas o infectadas. Palma (2004).

A las células NK se les considera como LTC filogenéticamente primitivos, que
carecen de TCR (receptor de células T) especificos para el reconocimiento del
antigeno. Las células NK poseen la capacidad de matar a ciertas células tumorales y
normales infectadas por virus. La lisis que realizan las células NK no es especifica
para determinantes antigénicos virales particulares. Tal lisis es “natural” en el sentido
de que no es inducida por antigenos especificos, por lo que es parte de la inmunidad
natural y no de la especifica. Aunque la especificidad de objetivos de las células NK
es mas amplia que la de los LTC, no es aleatoria, las células NK pueden lisar células
normales infectadas por algunos virus, pero no por otros, y no lisaran células no
infectadas. La lisis generada por la célula NK implica mecanismos similares a la de
los LTC, sobre todo la exocitosis de granulos, la induccion de la fragmentacion de
DNA, y la apoptosis. Los granulos NK, como los de los LTC, contienen proteinas
formadoras de poros, citotoxinas, esterasa serina y proteoglicanos (Abbas, 1995).
Las células NK no maduran en el timo y pueden aumentar en animales sin timo,
ademas no expresan moléculas CD3; sin embargo, si expresan la molécula CD2
(Abbas, 1995).

15
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Las células NK circulan en un estado de “listas para actuar”, lo cual las capacita para
entrar y defender un tejido tan pronto como éste llegara a estar dafiado o infectado,
produciendo citocinas (producidas por células T CD4") como IFNy (interferén
gamma) 6 TNFa (factor de necrosis tumoral alfa) entre otras, lo cual le permite
activar otros mecanismos de inmunidad tanto innata como adquirida si se requiriera,
causando toxicidad directa. De este modo, las células NK funcionan como puente
entre los sistemas inmunitarios innato y adquirido al actuar como una linea de
defensa frontal mientras se producen citocinas para promover el desarrollo de una
respuesta inmunitaria especifica (Garcia-Miss et al., 2004). Ambos mecanismos

efectores se activan por la interaccion de sus receptores de membrana.

5. RECEPTORES DE LOS LINFOCITOS DE LA INMUNIDAD INNATA.

La actividad citotoxica de las células NK esta regulada por receptores que pueden
reconocer tanto determinantes MHC de clase | clasicos (HLA-A, B y C) y no clasicos
(HLA-G), como ligandos relacionados con MHC (MIC, MHC class I-related
molecules). Se han identificado dos familias de receptores: los receptores KIR,
estructuralmente relacionados con las inmunoglobulinas (killer cell immunoglobulin-
like receptors), y los receptores tipo lectina, también llamados NCR (natural
cytotoxicity receptors), dentro de los que estan NKG2D, Ly49 y otros. Los receptores
pueden ser activadores o inhibidores; los receptores activadores poseen regiones
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) mientras que los receptores
inhibidores poseen secuencias ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif)

reclutadoras de fosfatasas (Rojas-Espinosa, 2001).
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A. Receptores activadores

Para la activacion de linfocitos NK es necesario el acoplamiento de sus receptores
activadores con el ligando respectivo en la célula “blanco” (Long and Wagtmann.,
1997). Esta interaccion especifica proporciona el estimulo requerido para la
produccion de sus citocinas y su actividad citotéxica. El proceso es regulado por
receptores inhibidores y citocinas que aumentan, limitan o terminan la respuesta
(Lanier., 1998).

B. Receptores inhibidores

Desde que los linfocitos NK se descubrieron quedd claro que destruyen unicamente

celulas “blanco” que carecen de MHC | apropiado (Figura 3) (Mandelboim et al.,
1999).

receptor inhibidor MHC clase |
célula  Dpase pr——
NK it

__celula normal

—» No lisis

& celula tumoral

' = LiSiS

receptor activador

Figura 3. Las células NK se inhiben por las moléculas del MHC-l y se expresan en su ausencia;
matando de forma preferente células diana que expresen poco o ningun tipo del MHC clase |. Paima
(2004).
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Actualmente se sabe que los tumores murinos que carecen de moléculas MHC clase
|, son atacados de manera preferente por los linfocitos NK, in vitro ylo in vivo.
Basado en esto, se ha propuesto la hipdtesis de la “pérdida de lo propio”. Esta
hipotesis establece que los linfocitos NK pueden detectar en su célula “blanco”
moléculas de MHC | anormales e iniciar su eliminacion (Colonna et al., 1998). De
esta manera las células “blanco” susceptibles de ser destruidas por las células NK
estan caracterizadas por la expresiéon defectuosa de uno o mas alelos de MHC |
(Moretta et al., 1996). La pérdida de la molécula MHC | ocurre frecuentemente en
algunas infecciones por virus (Seaman, 2000). Debido a esto, lineas tumorales como
la K562 (derivadas de pacientes con leucemia mielocitica cronica), Molt 4 (leucemia
linfoblastica aguda) o Daudi (linfoma de Burkitt), son usadas comunmente como
“blanco” para ensayos con células NK, ya que no expresan MHC | (Robertson and
Ritz., 1990). Los linfocitos NK humanos destruyen lineas celulares linfoblasticas
transformadas que tienen MHC | deficiente, pero estos linfocitos NK son incapaces
de matar estas células “blanco” cuando son mezcladas con genes HLAB y HLA-C
normales (Lanier., 1998). Por otra parte, ésta hipétesis de la "pérdida de lo propio"
no excluye la posibilidad de que células con moléculas MHC | normales puedan ser
destruidas por los linfocitos NK, pero esto ocurre unicamente con células alogénicas,
es decir; células de otro individuo (Moretta et al., 1996).

Para entender el por qué de los efectos inhibidores del MHC | en la actividad de los
linfocitos NK, se ha propuesto la hipétesis de “un receptor inhibidor”. Esta hipétesis
propone que los linfocitos NK expresan en su membrana plasmatica, receptores
para moléculas de MHC clase |, que discriminan alelos de clase |, y que estos
receptores capturan sefiales que inhiben a los mecanismos de lisis de los linfocitos
NK (Raulet, 1999).

18
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Como algunos de los ligandos para los receptores activadores de linfocitos NK son
expresados por células sanas, la activacion de linfocitos NK esta bajo un estricto
control negativo llevado a cabo por sus receptores inhibidores polimérficos, que
reconocen a los distintos alelos MHC | y evitan la destruccion de células normales
por linfocitos NK (Long and Wagtmann., 1997). Aunque los linfocitos NK expresan
receptores para el MHC | propio y para MHC | ajenos, todos expresan al menos un
receptor inhibidor del MHC |, expresado en las células propias (Lopez-Botet and
Bellon., 1999), asegurando de esta manera que puedan ser reconocidos Y
protegidos de la citolisis (Long and Wagtmann., 1997).

Un receptor inhibidor de NK de cualquier tipo no interactua con todos los Ags
(antigenos) MHC |, por lo que cada receptor generalmente identifica un grupo de
antigenos MHC | que comparte una region antigénica (Seaman., 2000). Pertenecen
a la familia del supergen tipo inmunoglobulina (tipo 1) y de las lectinas tipo C (tipo Il).
Los mas importantes conocidos hasta ahora son: receptores Ly49, KIR, CD94/NKG2
y KLRE1 los cuales después de la union de su ligando, los “motifs” citoplasmaticos
llamados "ITIM's" son fosforilados, resultando en el reclutamiento y activacién de
fosfatasas que afectan el sefalamiento intracelular mediante la activacion de sus

receptores (Lanier., 2003).
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6. RECEPTORES KIR.

A diferencia de los linfocitos T y B, las células NK no requieren el proceso de re-
arreglo de genes para producir el repertorio de receptores de antigeno (Borregaard
et al., 2000).

Los linfocitos NK poseen diversos receptores en su membrana plasmatica, los
cuales regulan su funcion efectora dependiendo de las sefales (ligandos) positivas y

negativas que activan o inhiben, respectivamente.

Estos receptores tienen una estructura diferente a la del complejo receptor de la
célula T y se les denomina “receptores tipo inmunoglobulina” (KIR). Los KIR son
glicoproteinas que funcionan como receptores del tipo inmunoglobulina. Pertenecen
a un grupo de moléculas reguladoras encontradas en las células linfoides y juegan
un papel critico en el reconocimiento de las moléculas de MHC | propias para
proteger a las células normales de la lisis por NK de un huésped invasor (Sun,
2003). Al igual que MHC I, los KIRs muestran un alto polimorfismo genético
(Parham, 1997).
De acuerdo a su funcion estos receptores se dividen en:

e Activadores: encargados de llevar a cabo la actividad citotoxica.

e Inhibidores: encargados del reconocimiento de moléculas del complejo mayor

de histocompatibilidad clase | (MHC 1).

Los receptores KIR estan codificados por una familia de 14 genes aproximadamente,
provenientes de un polimorfismo poligénico y multi-alélico y agrupados en una
region de 150 kb aproximadamente (Gomez-Lozano et al., 2002). Este loci se
localiza en el cromosoma 19q13.4 dentro del sistema receptor leucocitario (LCR) 1
Mb (Figura 4).
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Figura 4. Mapa del sistema receptor leucocitario (LCR). Adaptado de Trowsdale (2001).

Los genes estan organizados de una forma en que cada gen tiene una extension
aproximadamente de 10-16 kb con una secuencia que separa cada par de genes
de alrededor de 2 kb, excepto para una extension de 14 kb correspondiente a una
secuencia Unica hacia arriba para el gen 2DL4.

A. Nomenclatura KIR

Los receptores KIR tipo Ig son denominados con base al nimero de dominios: 2D 6
3D en la region extracelular (Figura 5) y en base a la longitud de la region

citoplasmica: S 6 L (short o corta y large o larga).
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Un dominio es una region de secuencias de aminoacidos de una proteina a la que
puede asignarse una funcion particular o su segmento correspondiente de un gen
(Thompson et al., 1996).

KIR2DL KiRZDS KIR20L «IRZDL KIR30OL KIR30S
tipo tipc 1 tipo 2 tipo 2
D 3 D1 be e b 3 0o 3
Region
extracelular
2) %) =) =) o) o)
D2 D 02 3
Regién _
transmembranal - K -R -K
Lvexl  KIR2DS® vyl Y x5 Lyxx.  KIRIDS?
o KIR2082 _
Region KIR20S4
citoplasmatica KIR2D85
KIRZCL ¢ {R2DL4 KIRZZLSA KIR2DL 1
KIRZCL 213 KIRZCL 58 KIR3DLZ
KIR3DL2

Figura 5. Estructura de los dominios de las moléculas tipo Ig KIR. Carrington (2003).

Es asi como la nomenclatura de los genes KIR esta estructurada por un numero al
final de 2D 6 3D, que distingue las diferentes clases de KIR con el mismo numero de
dominios extracelulares y tallo citoplasmatico (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DS1, 2DS2,
2DS3, etc). Se emplea un asterisco seguido de un conjunto de numeros para
distinguir las variantes alélicas; tres digitos se emplean para distinguir alelos, cuatro
o cinco digitos diferencian alelos sélo en una sustitucion (ej; 2DL7*00301,
2DL1*00302) (Shilling et al., 2001, Yawata et al., 2002).
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A pesar de que se han identificado alrededor de 16 genes KIR (Tabla 1) para fines
de este estudio, sdlo se identificaron los genes y alelos mas comunes reportados

hasta la fecha en la literatura.

Los KIR con dominios largos citoplasmaticos (L) son inhibidores por tener sitios de
inhibicion basados en el inmunoreceptor a tirosina (ITIMs) presente en dichos

dominios.

Los receptores activadores contienen residuos con carga en sus dominios
transmembranales, que les permiten interactuar con moléculas de senalamiento
intracelular, como son: FceRg, CD3z y DAP12 (Lanier et al., 1998). Es asi como la
region corta (S) KIR (dominios cortos citoplasmaticos) transmite activando sefnales a
través de su interaccién con una molécula adaptadora o de sefialamiento intracelular
denominada como DAP-12 (proteina activadora DNAX de 12kD; ésta molécula es
también conocida como “killer cell activating receptor-associated protein 6 KARAF”),
la cual contiene sitios de activacion basados en el inmunoreceptor a tirosina (ITAMs)
(Lanier et al., 1998).
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Tabla 1. Lista de genes KIR identificados hasta la fecha.

SIMBOLO No. Alelos
KIR2DL1 10
KIR2DL2 5
KIR2DL3 10
KIR2DL 4 18
KIR2DL5A -
KIR2DL5B -
KIR3DL1 22
KIR3DL2 20
KIR3DL3
KIR2DS1
KIR2DS2
KIR2DS3
KIR2DS4
KIR2DS5
KIR3DS1
KIR3DP1
KIR2DP1

V| AhAOWO|W ||~ |

Tabla elaborada a partir de datos de Carrington (2003).
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B. Estructura Exén-Intrén de los genes KIR

Los exones representan la parte del gen que codifica la proteina durante la
traduccion. Es decir, la region de un gen que contiene la informacion para producir la
proteina del gen. Los exones de un gen se separan por regiones largas de DNA
llamadas intrones que no codifican ninguna proteina, pero que funcionan como
sitios reguladores de genes (amplificadores o “enhancers’, promotores, separadores
o “insulators”; Figura 6). Un seudogén es un gen inactivo dentro de una familia
génica, que esta presente pero no se expresa y que se deriva por mutacion de un

gen activo ancestral (Thompson et al., 1996).

Gen
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Figura 6. Constitucion de un gen (estructura exon-intrén). Website:Genome.gov
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La organizacion de la estructura exén—intron de varios genes KIR es justamente

consistente con el siguiente arreglo basico: la secuencia notable esta localizada en
los dos primeros exones y cada dominio Ig (DO, D1 y D2, comenzando de N-
terminal) corresponde a los exones 3, 4 y 5, respectivamente. El eslabon y regiones
transmembranales estan cada una localizadas en los exones 6 y 7, y el dominio
citoplasmatico esta localizado en los dos exones finales (8 y 9) (Wilson et al., 1997

Figura 7).

Exones 12 3 4 5 6 7 89

Leader DO D1 D2 Linker T

]
AN
i ]
KIR2D —{' %
b
KIR2DP1 — i ‘§'

i

arso +——F——H i
raoues | —f——f 3 Hi
arsone* |——]
RTINS -

d 1

Figura 7. Estructura exén-intron de los genes KIR. Los exones codifican los diferentes dominios de
las moléculas KIR de la siguiente manera: Exén 1 y 2: Leader (amarillo); Exones 3, 4 y 5: dominios
DO, D1 y D2, respectivamente (violeta, verde y azul); Exones 6 y 7: linker y regiones
transmembranales, respectivamente (rosa y turquesa); Exones 8 y 9: dominios citoplasmaticos (azul
fuerte). Tomado de Carrington (2003).
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Los KIR 2DL1, 2DL2/3 y todos los genes 2DS (conocidos como genes KIR tipo 1 de
dos dominios) tienen una organizacion genética idéntica que codifica moléculas KIR
con 3 dominios Ig. Sin embargo, el exdn 3 es un seudoexdn (exén que esta presente
pero no se expresa) en esos genes KIR de dos dominios, los cuales regularmente
permanecen dentro del marco de lectura (“in-frame”), pero eventualmente el
seudoexén 3 es empalmado, posiblemente debido a la eliminacién de 3 pares de
bases (Vilches y Parham, 2002). Por lo tanto, los productos proteicos KIR tipo 1 de
dos dominios carecen del dominio (D0). Todas las células NK expresan al menos un
KIR tipo 1, 2D (Watzl et al., 2000).

El KIR tipo 2, de 2 dominios, el cual incluye 2DL4, 2DL5A y 2DL5B (Vilches vy
Parham, 2002), se caracteriza por la ausencia completa del exén 4 (Selvakumar et
al., 1997), y por lo tanto, sus productos proteicos no tienen el dominio D1. El gen
3DL3 reensambla cercanamente los genes de 3 dominios, pero el exén 6 esta

ausente.

Se han identificado dos pseudogenes KIR (2DP o 3DP) (Tabla 1): 2DP1, muestra
una alta secuencia similar con genes K/R de dos dominios y posee dos
seudoexones (3 y 4), y el segundo seudogene 3DP1 remueve al exén 2 y es similar
a 3DL3 en porciones del gen, pero tal vez representa un gen KI/R ancestral
(Carrington et al., 2003).

C. Variabilidad alélica de los genes KIR
La variacién del complejo de genes KIR esta en funcion tanto de polimorfismo

alélico en una variedad de genes KIR como de una variabilidad en el niumero y tipos

de genes presentes en una haplotipo dado (Selvakumar et al., 1997).
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El analisis secuencial de cDNA de KIR ha mostrado que la mayoria de los genes KIR
contienen sitios variables, y que algunos de ellos son bastante polimorficos
(Gardiner et al., 2001).

Debido a un cruzamiento desigual de un lado a otro en el locus, se ha complicado la
distincion entre alelos de un sitio particular y sitios genéticos separados.

Se sugiere que los genes KIR2DS4 y 2DS1 son variantes alélicas de un sitio
particular (Uhrberg et al., 1997), a pesar de que datos mas recientes sugieren que
representan sitios distintos (Norman et al.,, 2001). 3DL1 y 3DS1 ocupan la misma
posicion en diferentes haplotipos (Wilson et al., 2000) y el analisis segregatorio ha
indicado que son verdaderamente alelos de un sitio particular (Gardiner et al., 2001).
Se ha propuesto previamente que 3DS1, el cual es sustancialmente menos
frecuente que 3DL1, aparecio por un cruzamiento desigual de un lado a otro entre el
gen ancestral 3DL7 y un gen ancestral activador KIR (Martin et al., 2002), basado en
la alta similitud secuencial entre sus dominios extracelulares y la observaciéon de que

se segregan como alelos de un gen particular.

Los genes KIR3DL1 y 3DL2 codifican moléculas que unen ciertos alotipos del HLA-B
y HLA-A, ambos son bastante polimérficos y surgen para ser distintos a pesar de la
fuente de la variabilidad entre los dos genes (Gardiner et al., 2001). Su
recombinacion genética es semejante que ha generado mucha diversidad en dichos
genes (Shilling et al., 2002). Los alelos de KIR3DL1 codifican moléculas que surgen
para ser expresadas en diferentes niveles de la superficie de las células NK basado
en anticuerpos de unién con los alotipos de 3DL1.

Se han observado alotipos con alta, baja y nula unién y los niveles de expresiéon
concuerdan con la.variacion de residuos de aminoacidos especificos de moléculas
3DL1 (Gardiner et al., 2001). Sera interesante considerar las consecuencias

funcionales de esas diferencias en la expresion de patrones.
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7. GENOTIPIFICACION KIR.

La genotipificacion de KIRs puede ser de un sitio o un alelo especifico. Un sitio
tipificado solamente detecta la presencia o ausencia de cada gen en un individuo
determinado, proporcionando asi un perfil del repertorio KIR.

El método para la tipificacién KIR, es la reaccién en cadena de la polimerasa con
iniciadores especificos (PCR-SSP), descrito primeramente por Uhrberg vy
colaboradores (1997). Este método ha sido utilizado para registrar nuevos sitios
descubiertos y alelos previamente no detectados (Cook et al., 2003). También se ha
desarrollado otro método de PCR (sequence-specific oligonuleotide probe; PCR-
SSOP) (Crum et al., 2000) y cerca de aproximadamente 100 diferentes perfiles de
genotipos KIR han sido encontrados (Yawata, 2003).

Se han descrito reacciones (PCR-SSP; de medianas a altas resoluciones) de alelos
especificos para 2DL1, 2DL3, 3DL1 y 3DL2 (Shilling et al., 2002) y se ha usado un
ensayo (SSCP; single-stranded conformational polymorphism) para genotipificar el
KIR2DL4 (Witt et al., 2000).

8. KIR EN INMUNIDAD ADQUIRIDA.

Los receptores KIR pueden ser expresados por células T off y yd y parecen ser
caracteristicos de las células T de memoria CD8", por medio de las cuales, estos
receptores pueden modificar la respuesta para un re-desafio antigénico (Mingari et
al., 2000). La expresion de KIR parece ser inducible durante una rapida expansién
clonal de células T (Snyder et al., 2002).
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La inhibicion de la actividad de la célula T por KIR puede asegurar que una
respuesta secundaria sélo ocurra cuando el peligro es suficientemente fuerte. Por
otra parte, la expresion del inhibidor KIR por células T durante una respuesta activa
puede ayudar a las células T citotoxicas a permanecer enfocadas a células
infectadas (Mingari et al.,, 2000). Las células T que adquieren receptores de
activacion NK pueden ser perjudiciales si no expresan el inhibidor K/IR apropiado
(Namekawa et al.,, 2000). Las células T que expresan aberrantemente el inhibidor
KIR, no pueden eliminar efectivamente a las células infectadas (Mingari et al., 2000).

A. KIR y enfermedades

Solo un numero limitado de estudios documentan asociaciones genéticas entre
genes KIR y enfermedades especificas, principalmente debido a la reciente
caracterizacion de sus genes y haplotipos. Las células NK han estado implicadas en
la defensa contra enfermedades infecciosas, particularmente en infecciones virales,
a través de mecanismos que participan en citotoxicidad y produccion de citocinas
(Biron et al., 1999), probablemente mediado en parte por moléculas estimuladoras
KIR.

Los genes KIR inhibidores también podrian tener relevancia medica, por ejemplo:
recientemente se ha reportado que se reducia el riesgo de recaidas en pacientes
con leucemia mieloide aguda (AML) que recibieron transplantes hematopoyéticos
discordantes para los ligandos de KIR (esto es, discordantes en HLA) (Ruggeri et
al., 2002).
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La especificidad de uniones KIR para grupos de moléculas HLA aumenta la
posibiidad de que mecanismos responsables de asociaciones HLA
con algunas enfermedades puedan provenir de interacciones con moléculas KIR en
células NK o células T, y un numero limitado de estudios han prestado fuerte apoyo
a esta hipotesis.

La descripcidon de la diversidad del complejo de genes KIR y el desarrollo de
sistemas eficientes de tipificacion, seguramente fomentaran estudios de
asociaciones de enfermedades que varian en alta frecuencia, ademas ayudara al
entendimiento de la funcion bioldgica y el equilibrio entre el ajuste de receptores
inhibidores y activadores en células NK que se encuentran en tumores y varias
infecciones virales de células.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los receptores presentes en la membrana plasmatica de las células NK codificados
por un grupo de genes altamente polimérficos de tipo inmunoglobulina denominados
como “KIR’, no han sido estudiados hasta la fecha en poblaciones de México,
mientras que en poblaciones de Asia, Africa, Australia, y en familias Caucasicas,
(entre otras), se han identificado desde 7 hasta 14 genes y se ha detectado un
numero variable de estos genes en cada individuo. Considerando los grupos étnicos
de México, que son poblaciones que viven en regiones agrestes (del campo), con
cultura y civilizacion propia, resulta interesante iniciar este estudio con la posibilidad
de encontrar diferencias en las frecuencias de estos genes.

2.1 Justificacion

Los genes KIR juegan un papel importante en el control de la respuesta inmune, lo
cual podria explicar algunas asociaciones observadas entre ciertos genes KIR y
algunas patologias como: artritis reumatoide, artritis soriatica, control de la
progresién de la enfermedad por VIH, entre ofras.

En poblaciones de México, la identificacion de estos genes polimorficos K/IR no ha
sido realizada. Por lo cual, nuestro interés es comenzar a estudiar la variabilidad y
presencia de dichos genes en algunas poblaciones indigenas de nuestro pais. Y en
un futuro relacionar estos datos con la susceptibilidad para el desarrollo de ciertas
patologias.
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3. HIPOTESIS

Hipotesis:

El grupo de genes KIR es altamente polimorfico, por lo que es posible encontrar
una variabilidad en la poblacion indigena a estudiar (Purépechas y Nahuas).

Hipétesis nula:

Aunque el grupo de genes KIR es altamente polimoérfico, NO se encontrara una

variabilidad en la poblacién indigena a estudiar (Purépechas y Nahuas).
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4. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Identificar los genes del receptor tipo inmunoglobulina (KIR) de las células
“Natural Killer” en dos grupos étnicos: Nahuas y Purépechas empleando el
método de PCR-SSP.

2. Objetivos Particulares

Identificar en dos poblaciones indigenas mexicanas:
v La presencia de genes activadores (KIRDS).

v La presencia de genes inhibidores (K/IRDL).
v Los alelos para los genes: KIR2DL1, 2DL3, y 3DL1.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO EXPERIMENTAL.
5.1.1 Muestra poblacional.

51.1.1 Seleccion de la muestra. La muestra de esta investigacion esta
conformada por 55 individuos clinicamente sanos, no relacionados,
correspondientes a dos poblaciones indigenas mexicanas.

5.1.1.2 Criterios para seleccion de muestra.

1. Padres y abuelos nacidos en la misma poblacion.
2. No relacionados.

3. Consentimiento informado.

5.1.2 Fuente de casos. Los individuos objeto de este estudio, provinieron de dos
grupos étnicos de dos distintas ciudades: Nahuas de Zitlala en Guerrero y
Purépechas de San Andrés Tzirandaro en Michoacan (Figura 1). Estos grupos
indigenas, también han sido estudiados en otras investigaciones (Pefnaloza et al.,
2001).
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5.2 REACTIVOS.

5.2.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los reactivos usados para la
PCR fueron: Taq polimerasa (5 U/ul), buffer (10x), MgCl, (50 mM), dNTP (12.5 mM)

(Invitrogen, Brasil).

5.2.1.1 Iniciadores. Se utilizaron los iniciadores 5’ sentido y antisentido (3 pM) y los
iniciadores de MIC: 5’ sentido CAG ACT TGC AGG TCA GGG GTC CCG (3 pM) y el
5 antisentido CAA TGA CTC TGA AGC ACC AGC ACT (45.8 nM) (Invitrogen,

Brasil).

5.2.2 Electroforesis. Agarosa grado electroforesis (1.5 gr/100 ml), marcador
comercial de pesos moleculares de 100 pb (Invitrogen, Brasil), buffer de boratos
TBE (Trizma base 2 500 gr. PM 121.14, Acido boérico 2.5 Kg. PM 61.83, EDTA 0.5 M,
pH 8.0), bromuro de etidio 10 mg/ml. (Sigma Chemical, St.Louis, Mo.).

5.2.3 Equipo. Termociclador (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems),
transiluminador (GELDOC 2000 BIO-RAD), espectrofotometro (BECKMAN DU 650),
camara electroforética (BIO-RAD).

5.2.4 Controles. Como controles se incluyeron muestras de DNA de un estudio
previamente realizado en el Anthony Notan Research Institute (Londres) donde se
identificaron los genes KIR y alelos que buscamos, denominados como: C9, C12,
C13, C18, C19, C20, 29iA, 48R, 49n, 60A, 72A, 1437 y 158A.
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5.3 METODOS.

5.3.1 Extraccion de DNA. Se realizd la extraccion de DNA total a partir de
leucocitos de la sangre con el método de fenol cloroformo y precipitacion con etanol.
Estas muestras fueron proporcionadas a través de la colaboracién con otro grupo
de trabajo; Dra. Rosenda Pefaloza (UIMGH, Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI) y
Dra. Leonor Buentello (Instituto de Investigaciones Antropologicas, UNAM).

Finalmente el DNA se guardé a -20°C hasta el momento de su ensayo.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

A través de esta metodologia se obtiene un nimero de copias elevado a partir de un
segmento de acido nucleico a estudiar. Utilizando este método es posible generar
millones de copias de un segmento de DNA especifico, las cuales se obtienen por
medio de una repeticion ciclica de tres etapas:

* Desnaturalizacion: este proceso se obtiene separando las cadenas de DNA
con temperaturas elevadas, generando un molde de hebra simple.

* Alineamiento: en esta etapa ocurre una hibridacién o unién de iniciadores a sus
secuencias homélogas al DNA sustrato. Se uniran solamente a secuencias
complementarias bajo condiciones especificas de temperatura.

* Polimerizacién o elongacion: es la extension en sentido 5’ - 3’ del complejo
iniciador — sustrato. Esto se obtiene con la utilizacién de la enzima Taq

polimerasa la cual va incorporando los nucleétidos (dNTPs).

Las cadenas recién formadas son separadas de nuevo por el calor y comienza otro
nuevo ciclo de copias. Estos ciclos se repiten hasta que se obtiene el nimero de
copias deseado. Cada ciclo dura aproximadamente 5 minutos y para conseguir una

cantidad util se requieren al menos 20 ciclos de reacciones.
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5.3.2 Tipificacion de la region KIR a través de la amplificacion por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa con iniciadores de secuencia especifica
(PCR-SSP). Se realizé la tipificacion o identificacion de 10 genes KIR (6 inhibidores
y 4 activadores) con base en la metodologia de iniciadores descritos por Uhrberg M,
Gomez-Lozano N, Gardiner CM y col y Shilling HG; para detectar alelos especificos:
5 alelos para KIR2DL1, 3 para KIR2DL3, y 5 para KIR3DL1, asi como la presencia o
ausencia de KIR2DL4, KIR2DL5, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS4, KIR2DSS5 vy
KIR3DS1. Se utilizaron controles de DNA gendmico pertenecientes a familias
(padres e hijos) de un estudio previamente realizado (Anthony Notan Research
Institute, Londres) para los genes KIR y alelos que buscamos. Para la validacion de
la metodologia empleada se utilizd como control interno al exén 4 de MIC (gen
constitutivo). La estandarizacion del método ya ha sido validada en el laboratorio en
donde se realizé este estudio (Gutiérrez-Rodriguez comunicacion personal 2004).

Amplificacién con iniciadores de secuencia especifica - PCR-SSP.

El método se basa en que un iniciador cuya secuencia es totalmente
complementaria a la del DNA molde, se aprovecha mas eficientemente en la
reaccion de amplificaciéon del DNA que un “iniciador’ que tenga una o varias bases
desapareadas en un extremo 3'. Los iniciadores se disefian y las condiciones se
ajustan para que se amplifiquen con gran sensibilidad y especificidad a alelos o
grupos de alelos. La asignacion de las especificidades esta basada en la presencia o
ausencia del producto amplificado, el cual se visualiza en un gel de agarosa tefido
con bromuro de etidio e iluminado con luz ultravioleta (Garavito, 2003).
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5.3.3 Amplificacion de DNA. Se empleé una mezcla con buffer (10x), MgCl, (50
mM), dNTPs (12.5 mM), primers (12.5 pM), MIC-exén 4 (3 pM), Taq polimerasa (5
U/ul) (Invitrogen, Brasil), DNA (25 ng/ul) y H20 y se llevé a un termociclador con un
volumen final de 12.5 pul. Las condiciones y temperaturas de amplificacion para todas
las reacciones tipificadas fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95°C
por 5 minutos, luego 95°C por 20 segundos, 60-68°C durante 45-60 segundos y
70°C por 60 segundos durante 31 ciclos y finalmente la extension de 7 minutos a
70°C.

5.3.4 Electroforesis en gel de Agarosa. Una vez realizada la amplificacién, las
bandas se identificaron en geles de agarosa al 1.5% a 150 volts por 30 min en 1x de
TBE, visualizados con bromuro de etidio. Las muestras (8 pl) fueron cargadas con
buffer de carga (3 ul) colocando un control de peso molecular (100 pares de bases
ladder). Se establecié6 como amplificacion negativa para KIR, cuando la banda de
tamano esperado estuvo ausente con presencia de la banda del control interno. El
analisis y las asignaciones de cada uno de los alelos se dieron de acuerdo al tamario
en pb (pares de bases) de cada banda.
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5.3.5 Analisis Estadistico. El analisis estadistico de cada antigeno en una
poblacién dada permite evaluar si hay diferencias entre las poblaciones estudiadas;
para ello, calculamos el siguiente parametro:

o Frecuencia Antigénica o Alélica (FA): es la proporcion total de sujetos que son
portadores de un antigeno determinado (alelo o gen para nuestro estudio). Se
calcula en porcentajes. La estimacion de este parametro se hace contando el
nuamero de veces que un alelo dado aparece en una poblacién, dividiendo por el
numero total de alelos encontrados en esa misma poblacion y multiplicando por

100 (Garavito, 2003).
FA=2x100
N

FA = Frecuencia alélica.

a = Numero de veces que aparece un determinado alelo en la poblacién en estudio.
N = Numero total de alelos presentados en la poblacién en estudio.

e Chi cuadrada de Pearson corregida por Yates: la probabilidad se calculd
considerando el numero de genes estudiados.
1= =Py

P: probabilidad de yates
n: numero de genes estudiados
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5.3.6 Diagrama de flujo del disefio experimental.

Muestra de DNA Mediciéon
Purépechas y > espectrofotométrica

Nahuas de concentracién de
DNA

:

DNA

25 ng/ul
Purépechas y
Nahuas

Reaccion de PCR

l l

Primers 12.5 pM MEZCLA:
2DL1, 2DL3, 3DL1, 2DL4, 2DL5, 3DL3 Buffer 10x
2DS1, 2DS4, 2DS5, 3DS1 + MgCl, 50 mM

dNTP 12.5mM
MIC 3 pM
Tag 5 U/l

DNA 25 ng/ul (muestra
Purépecha o Nahua) o
Controles

v

Reaccion PCR
Volumen final
12.5 pl

!

SSP-PCR: Termociclador
Electroforesis . Desnaturalizacion: 95°C - 5 min.
Gel de agarosa 1.5 % l¢—— Desnaturalizacion: 95°C - 20 seg.
150v/30 min. TBE 1x Alineamiento: 60° - 70°C - 45 seg.
Extension: 70°C - 1 min.
l Extension final: 70°C - 7 min.

Visualizaciéon con bromuro de etidio

Diagrama de flujo elaborado a partir de datos de Palma (2004).
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6. RESULTADOS

6.1 CONCENTRACION DE DNA DE CADA GRUPO ETNICO ESTUDIADO.

Se midié la concentracion de DNA y se hicieron las diluciones necesarias para

obtener la concentracion requerida en nuestro protocolo de 25 ng/ul (Tabla 2y 3).

Tabla 2. Determinacion espectrofotométrica de la concentracion de DNA obtenido de sangre de
Purépechas voluntarios sanos.

PUREPECHAS
Mtra ABS 260 | 260/280 [ Conc ng/pl

1 0027 19 67.72
2 0.027 18 66.35
4 0.030 2.1 75.08
5 0033 19 81.71
10 0032 19 7891
16 0.032 2.2 8135
17 0.030 19 74.94
18 0029 20 72.61
19 0031 20 76.69
21 0033 19 82.18
22 0027 19 66.64
23 0028 21 71.04
24 0.034 19 85.86
26 0028 1.9 69.96
27 0.021 23 52.09
28 0019 19 4638
29 0.022 1.8 55.70
31 0026 20 66.05
32 0.029 18 73.74
33 0.031 19 76.80
34 0.032 21 79.10
35 0.020 19 4895
36 0014 20 36.03
38 0.008 4.2 19.52

n=24

Lectura espectrofotométrica, OD2e/OD2go = 1.8 — 2.0 (Maniatis et al., 1989), n: tamario de la muestra.
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Tabla 3. Determinacion espectrofotométrica de la concentraciéon de DNA obtenido de sangre de

Nahuas voluntarios sanos.

NAHUAS
Mtra ABS 260 | 260/280 | Conc ng/uL
4 0.014 2.0 67.07
5 0.008 2.1 20.30
7 0.014 2.0 35.00
10 0.015 1.8 36.41
11 0.008 2.7 20.60
12 0.009 25 22.32
14 0.011 25 26.78
16 0.016 19 41.12
17 0.012 19 30.69
20 0.012 2.3 30.10
21 0.008 19 20.79
22 0.012 0.0 29.33
23 0.010 19 25.25
24 0.018 0.0 44.66
26 0.014 2.0 33.85
28 0.008 19 20.24
30 0.011 19 26.23
31 0.017 1.8 43.31
33 0.009 21 21.62
34 0.007 2.0 18.03
35 0.020 1.8 49.12
36 0.018 19 45.52
37 0.011 2.2 26.17
38 0.010 1.8 24.88
39 0.006 2.2 15.31
40 0.011 2.0 28.01
42 0.011 2.2 26.82
45 0.014 2.2 34.88
46 0.008 25 15.87
51 0.013 2.1 32.07
54 0.010 25 23.74

Lectura espectrofotométrica, OD2g/ODogo = 1.8 — 2.0 (Maniatis et al., 1989), n: tamario de la muestra.
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Se identificaron 10 genes KIR en dos poblaciones indigenas mexicanas; 6 genes
inhibidores (DL) y 4 genes activadores (DS). Se realizaron amplificaciones por la
técnica de PCR-SSP de cada uno de los genes KIR: 2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DL5,
3DL1, 3DL3, 2DS1, 2DS4, 2DS5 y 3DS1, asi como diferentes alelos para los genes
inhibidores: 2DL1, 2DL3y 3DL1 (Tabla 4).

Tabla 4. Genes KIR identificados en la poblacion indigena.

Genes KIR No. alelos Iniciadores Tamano de

Inh/Act 5-3 amplificado
(pb)

2DL1 *001,*002,*003,*004,*005 (5) 7 230 - 1750

2DL3 *001,*002/006,*004/005 (3) 7 700 - 1500

3DL1 *001,*002-003-006-007-008 6 700 - 1700

*00401,*00402,*005 (5) i

2DL4 - 1 1000
2DL5 - 1 735
3DL3 - 1 270
2DS1 - 1 1800
2DS4 - 1 2000
2DS5 - 1 1950
3DS1 - 1 1728

Los primeros seis genes son Inhibidores (DL) y los ultimos cuatro son activadores (DS). En negritas
se muestran los genes en los cuales se identificaron alelos (*). Palma (2004).
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6.2 AMPLIFICACIONES CON PCR - SSP.

6.2.1.1 La Figura 8 muestra los amplificados de los controles que definen a 3
(*003, *004, *005) de los 5 diferentes alelos (*001, *002, *003, *004 y *005) que
se han determinado para el gen KIR2DL1. Cada uno de ellos definido por los
productos del siguiente grupo de iniciadores: A 1750 pb, B 260 pb, C 260 pb, D
2200 pb, E 2200 pb, F 230 pb y G 230 pb.

El alelo *003 se defini6 empleando los iniciadores C, E y F con un patrén de
bandas de 260, 2200 y 230 pb, respectivamente.

El alelo *004 se definié empleando los iniciadores A, C, E y G con un patrén de
bandas de 1750, 260, 2200 y 230 pb, respectivamente.

El alelo *005 se defini6 empleando los iniciadores C, E y G con un patrén de
bandas de 260, 2200 y 230 pb, respectivamente.

CONTROLES 2DL1 [DNA= 25 ng/ul]

C9: *003, *005 C19: *004

2200 —— - " e —
1750 —> =
8§30 — - T —— — U e ——— S D W

*001: B, EyG (260, 2200y 230 pb)
*002: B, Dy G (260, 2200 y 230 pb)
*003: C,EyF (260, 2200y 230 pb)
*004: A,C,EyG (1750, 260, 2200 y 230 pb)
*005: C, Ey G (260, 2200 y 230 pb)

Figura 8. Gel de agarosa (1.5 %) para controles (C9 y C19), asignacién de alelos (*003, *004, *005)
en el KIR2DL1. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados positivos de controles). Pb:
pares de bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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UVM, Campus Chapultepec. Resultados

6.2.1.2 En la Figura 9 se muestran los amplificados correspondientes a la
asignacion de los diferentes alelos (*003 y *005) identificados en las muestras: 29,
31, 32 y 33 para el KIR2DL1 en la poblacién de Purépechas. Del mismo modo se
realizd la asignacion de alelos para el resto de la poblacion.

PUREPECHAS 2DL1

Pb

2200

Mtra: 31;
cas A B

Figura 9. Gel de agarosa (1.5 %) para el grupo de Purépechas; asignacion de alelos (*003 y *005) del
KIR2DL1. Mtra: muestra. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados positivos de
controles). Pb: pares de bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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".,f,‘ UVM, Campus Chapultepec. Resultados

6.2.2.1 En la Figura 10 se muestran los amplificados de los controles que definen a
los 3 alelos (*001, *002/006, *004/005) para el gen KIR2DL3. Cada uno de ellos
definido por los productos del siguiente grupo de iniciadores: A 1500 pb, B 1400 pb,
C 740 pb, D 740 pb, E 700 pb, F 700 pb y G 1500 pb.

El alelo *001 se definid empleando los iniciadores B, D y F con un patrén de bandas
de 1400, 740 y 700 pb, respectivamente.

El alelo *002/006 se defini6 empleando los iniciadores B, C, y F con un patron de
bandas de 1400, 740 y 700 pb, respectivamente.

El alelo *004/005 se defini6 empleando los iniciadores A, C y F con un patrén de
bandas de 1500, 740 y 700 pb, respectivamente.

CONTROLES 2DL3 [DNA=25 ng/ul]

72 ii: *004/005

*001: B,DyF (1400, 740y 700 pb)
*002/006: B, Cy F (1400, 740 y 700 pb)
*004/005: A, Cy F (1500, 740 y 700 pb)

Figura 10. Gel de agarosa (1.5 %) para controles (C20 y 7211); asignacion de alelos (*001, *002/006,
*004/005) en el KIR2DL3. M.com: marcador comercial (100pb DNA ladder). Pb: pares de bases. La
banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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6.2.2.2 La Figura 11 muestra los alelos (*001 y *002/006) identificados en las
muestras: 1, 2, 4 y 5 para el KIR2DL3 en la poblacién de Purépechas. Del mismo

modo se realizé la asignacion de alelos para el resto de la poblacion.

PUREPECHAS 2DL3
Mtra: 1; *001 Mtra: 2; *001

Figura 11. Gel de agarosa (1.5 %) para el grupo de Purépechas; asignacién de alelos (*001 y
*002/006) en el KIR2DL3. Mtra: muestra. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados
positivos de controles). Pb: pares de bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno.
Palma (2004).
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6.2.3.1 La Figura 12 muestra los amplificados de los controles que definen a 3
(*002, *00401, *005) de los 5 diferentes alelos (*001, *002/008, *00401, *00402 y
*005) que se han determinado para el gen KIR3DL1. Cada uno de ellos definido por
los productos del siguiente grupo de iniciadores: A 1600 pb, B 1700 pb, C 800 pb, E
1600 pb, F 700 pb y G 700 pb.

El alelo *002/008 se definié empleando el iniciador B con una banda de 1700 pb.

El alelo *00401 se defini6 empleando los iniciadores C, y F con un patrén de bandas
de 800 y 700 pb, respectivamente.

El alelo *005 se definié empleando el iniciador E con una banda de 1600 pb.

CONTROLES 3DL1 [DNA=25 ng/ul]
60 ii: *005 158 ii: *002

*001: A (1600 pb)
*002-003-006-007-008: B (1700 pb)
*00401: Cy F (800 y 700 pb)
*00402: Cy G (800 y 700 pb)
*005: E (1600 pb)

Figura 12. Gel de agarosa (1.5 %) para controles (60 y 158f); asignaciéon de alelos (*002, *005,
*00401) en el KIR3DL1. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados positivos de
controles). Pb: pares de bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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6.2.3.2 En la Figura 13 se muestran los alelos (*002/008 y *005) identificados en las
muestras: 30, 31, 33, 34, 35 y 36 para el KIR3DL1 en la poblacién Nahua. Del
mismo modo se realizé la asignacién de alelos para el resto de la poblacién.

Nahuas : BYE 3DL1

34

B
Pb
1600
530

Figura 13. Gel de agarosa (1.5 %) para el grupo de Nahuas; asignacion de alelos (*002 y *005) en el
KIR3DL1. Mtra: muestra. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados positivos de
controles). Pb: pares de bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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6.2.4 La Figura 14 muestra un ejemplo en la identificaciéon de la presencia o
ausencia del gen K/IR2DS4, tanto para controles (C20, 48i y 143R) como para
algunas muestras (1, 20, 22, 33, 36 y 39). Sélo se muestra el ejemplo de una
poblacién, para indicar que asi se realizé el método con la poblacién restante, en los
genes que poseen un solo par de iniciadores (KIR2DL4, 2DL5, 3DL3, 2DS1, 2DS4,
2DS5 y 3DS1).

PUREPECHAS 2DS4

Figura 14. Gel de agarosa (1.5 %) para controles (C20, 48 y 143f) y muestras (1, 20, 22, 33,36 y
39) en el grupo de Purépechas en el KIR2DS4. Identificacién unicamente de la presencia o ausencia
del gen. M.cas: marcador casero (hecho a partir de amplificados positivos de controles). Pb: pares de
bases. La banda de 530 pb corresponde al control interno. Palma (2004).
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6.3 IDENTIFICACION DE GENES INHIBIDORES/ACTIVADORES Y
ALELOS.

6.3.1.1 Identificacion de genes inhibidores-activadores y alelos en la poblacién
Purépecha.

En la Tabla 5 se muestran los genes inhibidores y activadores identificados en el
grupo de Purépechas, asi como también la identificacion de alelos en los tres genes
inhibidores KIR2DL1, 2DL3 y 3DL1. Para el resto de genes estudiados, solo se
detecté la presencia o ausencia del gen.

Tabla 5. Genes inhibidores, activadores y alelos identificados en la poblacién Purépecha.

INHIBIDORES ACTNVADORES
MUESTRA 2DL1| 2DL3 3pL1 2DL4 | 2DL5|3DL3 2DS1|2DS4 |2D8S6 | 3DS1
1 *003 *001 *002/008,*005| + + + - = + +
2 ‘003 *001 *002/008,*005( + - + + -
4 *002|*002/008 *002/008 + - + +
5 *003| *001 solo C + + + - -
10 *003| *001 *005 - - + - - -
16 *003| *001 *002/008 + + - - -
17 *003| *001 *002/008 + - - - -
18 *003| *001 "002/008 + - - - + - 5
19 *003| *001 *002/008 + - + - - -
21 *003| *001 - + + + + & + =
22 *003| soloF - + +* % = ) T
23 *003| soloF *002/008 + - + - -
24 *003| *001 *002/008 - + + + + +
26 *003| *001 *002/008 + - + - - +
27 *003| soloF *005 + - - -
28 *003| soloF |*002/008,*005 + + + - -
29 *003 ‘001 *002/008 - - + +
31 *003 *001 *002/008 - + + z
32 *003| soloF *002/008 + - + -
33 “003| soloF - + + b + +
34 *003 - - - - - - - -
35 *003 - - + + + + -
36 *003| soloF *002/008 + - + + +
38 *003| soloF *002/008 + + + = e 5 =
n =24
presencia de gen| 24 22 19 20 12 20 3 8 7 68
alelos 24 14 21

Tabla elaborada a partir de datos de Palma (2004), n: tamario de la muestra.
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6.3.1.2 ldentificacion de genes inhibidores-activadores y alelos en la poblacion
Nahua.

La Tabla 6 muestra los genes inhibidores y activadores identificados en el grupo de
Nahuas, asi como también la identificacion de alelos en los tres genes inhibidores
KIR2DL1, 2DL3 y 3DL1, para el resto de genes estudiados, soélo se detectd la

presencia o ausencia del gen.

Tabla 6. Genes inhibidores, activadores y alelos identificados en la poblacién Nahua.

INHIBIDORES ACTNVADORES
MUESTRA 2DL1 2DL3 3DL1 2DL4 [2DL6 |3DL3 2DS1|2DS4 |2DS6 |3DS1
4 *003 *001 *002/008 + - + i + - =
5 *003 soloF *002/008 - + i = Z =
7 *003 solo F *002/008 - + & = a
10 *003 solo F |*002/008, *005| + - + = - =
1 *003 *001 *002/008 + - = = - -
12 *003, 002 B *002/008 + + 5 + i =
14 *003 *002/006 *002/008 + = + + = -
16 *003 *001 *002/008 + + = + % -
17 *003 *001 - + + + = I = =
20 *003,°002| *001 |*002/008,*005( - - + + =
21 *003,*002| *001 *002/008 + - + - + - =
22 *003 *001 *002/008 + - + + 5
23 *003,*002| *001 *002/008 + - z = = =
24 *003 *001 *002/008 + + - + - +
26 *003,*002| *“001 *002/008 + - + - + -
28 *003 solo F *002/008 + = + = = +
30 *003 *001 *002/008 + a + + =
31 *003 *001 *002/008 + - + + =
33 *003 solo F *002/008 + - - = = = +
34 *003 *001 *002/008, 005 | + + = = - N
35 *003 *001 *002/008 + - + -
36 *003, "004 *001 *005 + + + - , <
7 *003 solo F - + + + = =
38 ‘003 solo F *002/008 + - - - = z
39 *003,*002| soloF *002/008 + + - + + + =
40 *003,°004| *001 *002/008 + + = : + B &
42 *003 *001 *002/008 + + - + = +
45 *003 solo F *002/008 + + + + + +
46 *003,*002| =001 *002/008 + % + + + +
51 *003,°002| soloF *005 + = = = N
54 *003 *001 *002/008 + + + 5
n=31
presencia de gen 31 30 29 28 10 22 4 20 4 5
alelos 41 21 32

Tabla elaborada a partir de datos de Palma (2004), n: tamario de la muestra.
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6.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.
6.4.1.1 Frecuencia de genes KIR en las poblaciones.

Frecuencias encontradas de los genes KI/R (activadores e inhibidores) en la
poblacién estudiada (Purépechas y Nahuas) (Figura 15). Se identificaron 10 genes
KIR, de los cuales el gen KIR2DL1 fue el unico que estuvo presente en toda la
poblacién indigena estudiada. Se encontré a los genes inhibidores (6 identificados)
en una mayor frecuencia (75 — 100%, excepto el gen 2DL5 - 40% -) en comparacion
con los genes activadores (4 identificados) que se encontraron en una frecuencia
mas baja (10 — 20 %), con excepcion del gen 2DS4 que se encontrd en una

frecuencia relativamente alta (50%) en toda la poblacion estudiada.

Frecuencia

%
100% apo
95%
e 87% 87%

| 90% |
| | 76%
i 80% 4| 5
; 70% -
o eo% 51% |
50% | 40% e |
| 40% |
L 30% | 20% 20% |
| 20% - 13%
10% I:l D D
0% - - e S — ’ — = 1 .y -

KIR2DL1 KIR2DL3 KIR2DL4 KIR2DLS KIR3DL1 KIR3DL3 KIR2DS1 KIR2DS4 KIR2DSS KIR3DS1

Genes KIR |

Figura 15. Frecuencias de genes activadores e inhibidores en la poblacion indigena. DL: genes
inhibidores. DS: genes activadores, n = 55, n: tamafo de la muestra. Grafica elaborada a partir de
datos de Palma (2004).
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6.4.1.2 Frecuencia de genes inhibidores y activadores en cada poblacién.

Frecuencias identificadas en cada uno de los genes, para cada una de las
poblaciones estudiadas (Figura 16). No hubo diferencias estadisticamente

significativas en la comparacion entre ambos grupos étnicos.

Frecuencia %

100 | il'_'l Purépechas n= 24!
90 1 ™ Nahuas n= 31
80 - e
70 -
60 -
50 -
40 |
! 30 -
| 20 |
10 - [:I
IEPSEI BN BRI BNI ENT BT BND MR BT OWNI
I N - N
& & ¢ ¢ ¢ ¢ & & & &
Genes KIR

Figura 16. Comparacion de genes activadores/inhibidores en Purépechas y Nahuas. DL: genes
inhibidores. DS: genes activadores. Los datos son las frecuencias de genes activadores e inhibidores
reportados en cada poblacion estudiada (Purépechas y Nahuas).
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6.4.1.2.1 Chi cuadrada de Pearson corregida por Yates (probabilidad “p”) de
genes inhibidores y activadores en cada poblacion.

Los valores de “p” para todos los genes en la comparacion entre las poblaciones

Nahuas y Purépechas, fueron p>0.05 por lo que no se consideran significativamente
diferentes.
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6.4.2 Frecuencias alélicas de genes inhibidores en la poblacion.

6.4.2.1 Frecuencia alélica del KIR2DL1 en la poblacién indigena.

Frecuencias alélicas (FA) identificadas en el gen KIR2DL1 en las poblaciones de

Purépechas y Nahuas (Figura 17).

De los 5 alelos que se determinaron (*001-*005) en este gen, sélo se identificaron 3

de ellos (*002, *003 y *004). El alelo que mas predominé fue el *003 (96%

Purépechas y 76% Nahuas), mientras que *002 estuvo en baja frecuencia tanto en

Purépechas (4%) como en Nahuas (20%) y *004 presente en Nahuas (5%) y

ausente en Purépechas. El grupo Nahua presenté mas diversidad de alelos; *002,

*003 y *004 con respecto al grupo Purépecha que sélo presentd dos (*002 y *003).

Frecuencia
%

100 -
90
| 80 -
I 70 ;

50 +
40 -
B

20

0 .
0 | [
| *002

FEC=

O Purépechas |

| @ Nahuas :

Figura 17. Comparacion de la frecuencia alélica del gen KIR2DL1, * significa el alelo identificado.
Gréfica elaborada a partir de datos de Palma (2004).
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6.4.2.2 Frecuencia alélica del KIR2DL3 en la poblacién indigena.

Frecuencias alélicas (FA) identificadas en el gen KIR2DL3 para cada poblacion
estudiada (Figura 18).

De los 3 alelos que se determinaron (*001, *002/006 y *004/005) para este gen, soélo
se identificaron 2 de ellos (*001 y *002/006). El alelo mas abundante y comun en la
poblacion fue el *001 (93 - 95%), mientras que el *002/006 se encontré en una
frecuencia muy baja en la poblacién estudiada (5 - 7%).

Frecuencia

o -—

*001 *002/006
alelos

Figura 18. Comparacion de la frecuencia alélica del gen KIR2DL3, * significa el alelo identificado.
Gréfica elaborada a partir de datos de Palma (2004).
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6.4.2.3 Frecuencia alélica del KIR3DL1 en la poblacién indigena.

Frecuencias alélicas (FA) encontradas en el gen KIR3DL1 en cada poblacion.
(Figura 19).

Finalmente de los 5 alelos que se determinaron (*001, *002-003-006-007-008,
*00104, *00402 y *005) en este gen, sélo se identificaron 2 de ellos (*002/008 y
*005). El *002/008 fue el alelo mas frecuente en ambas poblaciones (80 -84%) en
comparacion con *005 que se hallé en una frecuencia baja en la poblacién estudiada
(16 = 20%).

Frecuencia
%

O Purépechas |
207 | ® Nahuas

*002/008 *005
| alelos

Figura 19. Comparacion de la frecuencia alélica del gen KIR3DL1, * significa el alelo identificado.
Gréfica elaborada a partir de datos de Palma (2004).
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7. DISCUSION

Se identificaron 10 genes KIR, encontrando que los genes inhibidores estan en una
mayor proporcion en comparacion con los genes activadores. Las frecuencias de la
mayoria de los genes KIR observados en nuestra poblacion caen dentro de los
limites establecidos en estudios previos informados en la poblacién Irlandesa (Crum
et al., 2000), Caucasica, Vietnamita (Toneva et al., 2001), Griega (Dimitra et al.,
2003), Palestina, Asiatica (Norman et al., 2001), Africana (Norman et al., 2002) y
Japonesa (Yawata et al., 2002), entre otras. En todas estas poblaciones también se
ha encontrado una mayor frecuencia de genes inhibidores (>80%) con respecto a los
genes activadores (<50%), con excepcion de dos genes inhibidores 2DL5 y 3DL3
(que no son encontrados en la mayoria de las poblaciones). El caso contrario ocurre
en la poblacién Australiana donde las frecuencias de genes son mayores para los
genes activadores (>80%) que para los inhibidores (excepto 2DL2 <80%).

Por otro lado, a pesar de tener el conocimiento de que el grupo de genes KIR es
altamente polimorfico, en la comparacion de frecuencias de los genes activadores e
inhibidores entre las poblaciones indigenas estudiadas (Purépechas y Nahuas), no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas, esto es, que la p obtenida
en la comparacion entre los dos grupos para cada gen fue p>0.05. Sin embargo, en
un estudio anterior (Pefialoza et al., 2001) realizado con las mismas muestras (y
otras mas) de las poblaciones indigenas estudiadas en esta investigacion, se
informa que no se ha presentado una mezcla genética entre Purépechas y Nahuas.
Ambas investigaciones estan enfocadas al estudio de polimorfismo pero con
diferente abordaje y es por ello que pudiera presentarse esta aparente contradiccién.

Asimismo, se realizé un analisis estadistico comparativo de las frecuencias de genes
entre las poblaciones indigenas incluidas en este estudio (Purépechas y Nahuas) y
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un grupo de Mestizos residentes en la Ciudad de México (Gutiérrez-Rodriguez
comunicacién personal 2004) (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacién de frecuencias de genes KIR identificados entre Mestizos y Grupos étnicos

estudiados.
Purépechas Nahuas Mestizos

% % %
KIR2DL1 100 100 100
KIR2DL3 92 97 100
KIR2DL4 83 90 100
KIR2DL5 50 32 49
KIR3DL1 79 94 99
KIR3DL3 83 71 100
KIR2DS1 13 13 42
KIR2DS4 33 65 98
KIR2DS5 29 13 40
KIR3DS1 25 16 42

%: frecuencia, n: tamano de la muestra.

En la tabla anterior, se presentan las diferentes frecuencias observadas entre los
tres grupos de comparacion (Purépechas, Nahuas y Mestizos), sin embargo las
diferencias estadisticamente significativas se encontraron entre: Purépechas vy
Nahuas con respecto al grupo de Mestizos para los genes KIR3DL3 y 2DS4
(p<0.05). Para los genes KIR2DL4 y 3DL1 el grupo de Purépechas mostro
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de Mestizos
(p<0.05).
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__Discusion

Estos datos confirman que la poblacion Mestiza es una poblacion mas abierta
genéticamente hablando, esto significa que es una poblacién con mayor mezcla
genética en el transcurso del tiempo a diferencia de los grupos étnicos propios de

una region.

Los genes inhibidores (DL) KIR2DL1 y 2DL3 han estado presentes en casi todas las
muestras (95 -100%) de Irlandeses, Caucasicos, Asiaticos, Japoneses y Mexicanos
(Purépechas, Nahuas y Mestizos como grupo de comparacién). El gen 2DL5, se
encuentra en baja frecuencia (40 — 50%) en Africanos y Japoneses al igual que en
Mexicanos. El KIR3DL3 se muestra en alta frecuencia (>70%) en Griegos,
Japoneses y Mexicanos. Con respecto a los genes activadores (DS), el gen 2DS4
también esta en una frecuencia elevada (>85%) al igual que en poblacién Mexicana
(50%) en comparacion con el resto de genes activadores. Por otra parte, otro gen
activador 2DS$5 estuvo ausente en Caucésicos, Australianos y Vietnamitas (Toneva
et al.,, 2001), pero presente en baja frecuencia (< 40%) en Mexicanos, Irlandeses,
Griegos, Africanos, Palestinos, Asiaticos y Japoneses, lo cual sugiere que es un
receptor poco comun (Norman et al., 2001; Uhrberg et al., 1997).

En este estudio se demuestra que la Poblaciéon Mexicana posee caracteristicas
semejantes informadas en varias poblaciones del mundo (Irlandeses, Caucasicos,
Vietnamitas, Griegos, Palestinos, Asiaticos, Africanos, Japoneses, etc). Sin
embargo, las discrepancias observadas confirman el papel significativo de la
distribucion geogréafica y la difusion de varios perfiles (cultura, civilizaciéon propia,

etc).

Finalmente en lo que se refiere a los alelos, es importante resaltar que para el
KIR2DL3, en algunas muestras de las dos poblaciones (18 muestras
aproximadamente), se detecté Unicamente la presencia del amplificado de un soélo
iniciador correspondiente al denominado con la letra F.



De igual manera ocurrié con el gen KIR3DL1 donde para el grupo Purépecha, se
detectd Unicamente en una muestra el amplificado correspondiente al iniciador
denominado con la letra C (ver Tablas 6 y 7). Estos datos sugieren la presencia de
nuevos alelos no informados hasta la fecha en la literatura y si fuera este el caso,
seria una nueva aportacion al repertorio polimérfico KIR.

Asimismo, para los genes que se determinaron alelos; KIR2DL1, 2DL3 y 3DL1, se
realizé6 una comparacion de frecuencias alélicas de los grupos étnicos estudiados y
Mestizos (Gutiérrez-Rodriguez comunicacion personal 2004). En el gen KIR2DL1, se
observa una diferencia significativa para el alelo *002 entre Purépechas y Nahuas (4
y 20% respectivamente) (Tabla 8).

Tabla 8. Frecuencia de alelos identificados en el KIR2DL 1 en tres poblaciones.

KIR2DL]1
Alelo PUREPECHAS| NAHUAS | MESTIZOS
% % %
*001 0 0 1
*002 4 20 18
*003 26 76 72
*004 0 5 9
n 24 31 86

%: frecuencia, n: tamano de la muestra.
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Para el gen KIR2DL3, no se observan diferencias significativas entre los tres grupos

(Purépechas, Nahuas y Mestizos), considerando los diferentes tamafos de muestra
de los tres grupos comparados (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia de alelos identificados en el KIR2DL3 en tres poblaciones.

KIR2DL3
Alelo PUREPECHAS |INAHUAS|MESTIZOS
% % %
*001 93 95 79
*002/006 7 5 20
*004/005 0 0 1
n 24 31 86

%: frecuencia, n: tamafo de la muestra.

Finalmente, en el gen KIR3DL1, se observa una variabilidad alélica no significativa

entre los grupos indigenas estudiados y el grupo de Mestizos, considerando los
diferentes tamarnos de muestra de los tres grupos comparados (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencia de alelos identificados en el KIR3DL1 en tres poblaciones.

KIR3DLI

Alelo PUREPECHAS | NAHUAS | MESTIZOS
% % %
*001 0 0 7
*002/008 80 84 68
*00401 0 0 2
*00402 0 0 5
*005 20 16 19
n 24 31 86

%: frecuencia, n: tamano de la muestra.
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Hay que destacar que en estas poblaciones -proporcionalmente reducidas- se
presenta un amplio polimorfismo en los genes KIR estudiados. Lo anterior permite
anticipar que el estudio de mas poblaciones de nuestro pais y probablemente un
mayor tamafo de muestra, confirmaran la variabilidad del polimorfismo de los genes
KIR sefalando la importancia biolégica del polimorfismo como tal.

Se necesitan otras investigaciones de diferentes poblaciones para el entendimiento
completo de las implicaciones bioldgicas de la variedad de repertorios KIR presentes
en los individuos. También la distribucién étnica de diferentes perfiles KIR y su
significado funcional. Considerando la falta de informacién acerca de los genes KIR
en poblaciones de México, las frecuencias encontradas entre genes activadores,
inhibidores y alelos entre una poblacién y otra, hace interesante el presente estudio
en nuestras poblaciones indigenas en relacion a estudios informados en poblaciones
del mundo entero. Con el polimorfismo existente, debido a la presencia o ausencia
de genes y alelos de estos genes, se especula que en los siguientes afos se podran
establecer posibles asociaciones de este polimorfismo con susceptibilidades
autoinmunes, diversas infecciones, enfermedades malignas o resistencia a algunas

enfermedades.

En resumen, los resultados de este estudio confirman que el grupo de genes KIR es
polimoérfico, ya que se encontré una variabilidad del repertorio de genes (inhibidores

- activadores) y alelos en la poblacién indigena estudiada.
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8. CONCLUSIONES

s Las poblaciones aqui estudiadas presentaron un  polimorfismo
intrapoblacional de genes KIR debido a la variedad de genes y alelos

identificados para cada gen.

e Los genes inhibidores KIR se identificaron con una mayor frecuencia respecto

a los genes KIR activadores analizados en la poblacion indigena.

e El gen inhibidor KIR2DL5 se encontrd6 en baja frecuencia en las dos
poblaciones indigenas y el gen activador KIR2DS4 presenté una frecuencia alta

en los dos grupos étnicos.

o El gen KIR2DL1 se identifico en las dos poblaciones indigenas con una

frecuencia del 100%.

. Se encontraron frecuencias similares de genes KIR cuando se compararon
con otras poblaciones (Irlandeses, Caucasicos, Vietnamitas, Griegos, Palestinos,

Asiaticos, Africanos y Japoneses).

o Se encontré una mayor variedad de genes KIR y alelos en poblacion Mestiza

(como grupo de comparacién) que en las poblaciones indigenas estudiadas.
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